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Alzheimerin tauti on rappeuttava aivosairaus, joka on yleisin syy dementiaan koko maailmassa. 
Tautiin ei kuitenkaan tällä hetkellä ole taudin kulkua hidastavaa tai parantavaa lääkehoitoa. 
Tyypillisiä Alzheimer-potilaiden aivoissa nähtäviä mikroskooppisia muutoksia ovat 
solunulkoiset amyloidiplakit sekä solunsisäiset neurofibrillikimput. Seriini/treoniinikinaasit ovat 
proteiinikinaaseja, jotka osallistuvat solun toimintojen säätelyyn. Seriini/treoniinikinaaseista 
ainakin proteiinikinaasi C:llä (PKC), glykogeenisyntaasikinaasi-3:lla (GSK-3), sykliineistä 
riippuvaisella kinaasi 5:llä (CDK5) sekä Ca2+/kalmoduliini-riippuvaisella proteiinikinaasi II:lla 
(CaMKII) on todettu olevan vaikutusta Alzheimerin taudin kehittymisessä. Kaikkiin näihin 
proteiinikinaaseihin on kehitteillä lääkeainemolekyylejä, jotka joko aktivoimalla tai estämällä 
pyrkivät estämään Alzheimerin taudin etenemistä. Tämän tutkimuksen kannalta 
mielenkiintoinen on PKC, jonka aktivaation on todettu estävän sekä amyloidiplakkien 
muodostumista että jo syntyneiden plakkien aiheuttamaa hermosolujen kuolemaa. Tämä 
saattaisi hidastaa tai estää Alzheimerin taudin etenemistä.  
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää PKC:n C1-osaan sitoutuvien dialkyyli 5-
(hydroksimetyyli)isoftalaattien, HMI-1a3:n ja HMI-1b11:n, vaikutusta SH-SY5Y-
neuroblastoomasolujen jakautumiseen ja morfologiaan reaaliaikaisella solujen kuvantamisella 
sekä Alzheimerin tautiin liittyviin Wnt-, ERK1/2- ja PKC-signaalireitteihin Western blot -
menetelmällä.  Tutkimusten tavoitteena oli arvioida yhdisteiden soveltuvuutta in vitro- ja in vivo- 
jatkotutkimuksiin. 
 
Tutkimus osoitti, että isoftalaattijohdannaiset HMI-1b11 ja HMI-1a3 sitoutuivat hyvin sekä 
PKCα:aan että PKCδ:aan. Molemmat aiheuttivat voimakkaan ERK1/2:n fosforylaation, mikä 
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isoentsyymien α, β ja δ downregulaatiota eli määrän vähenemistä. Lisäksi HMI-1b11 ja HMI-
1a3 estivät molemmat SH-SY5Y-solujen jakautumista. HMI-1a3 oli 20 µM:na soluille toksinen, 
kun taas HMI-1b11 ei aiheuttanut solukuolemaa. Molemmat yhdisteet lisäsivät myös neuriittien 
kasvua. Lisäksi HMI-1a3 aiheutti lievää β-kateniinin määrän lisääntymistä, mikä saattaa olla 
merkki Alzheimerin taudissa heikentyneen Wnt-reitin aktivoitumisesta. Yhdisteillä tehtäviä 
jatkotutkimuksia puoltavat niiden hyvä sitoutuminen PKC:hen sekä Alzheimerin taudin kannalta 
edulliset vaikutukset neuriittien kasvuun ja mahdollinen Wnt-reitin aktivaatio. 
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Alzheimer’s disease is a neurodegenerative brain disease and it is the leading cause of 
dementia worldwide. However, there are not any medical treatments available to slow down or 
cure the disease. The typical microscopic changes in Alzheimer patients’ brain are extracellular 
amyloid deposits and intracellular neurofibrillary tangles. Serine/threonine kinases are protein 
kinases that take part in the regulation of cellular functions. At least protein kinase C (PKC), 
glycogen synthase kinase 3 (GSK-3), cyclin-dependent kinase 5 (CDK5) and Ca2+/calmodulin-
dependent protein kinase II (CaMKII) are involved in the pathogenesis of Alzheimer’s disease. 
There are currently molecules in development that either activate or inhibit these protein 
kinases in order to stop the progression of the disease. PKC is an interesting kinase 
considering this project. It has been shown that PKC activation prevents the formation of 
amyloid deposits and protects neurons from premature death. This could slow down or prevent 
the progression of the disease. 
 
The purpose of this study was to investigate the effects of dialkyl 5-(hydroxy-
methyl)isophthalates (HMI-1a3 and HMI-1b11) on SH-SY5Y-neuroblastoma cell proliferation 
and morphology with live cell imaging and to Alzheimer’s disease-related Wnt, ERK1/2 and 
PKC signaling pathways with Western blotting. The main purpose was to evaluate the potential 
of the compounds for further in vitro and in vivo experiments. 
 
According to the results of this study both isophthalates, HMI-1a3 and HMI-1b11, had good 
binding affinities to PKCα and PKCδ. Both of them caused a dramatic increase in ERK1/2 
phosphorylation which may be due to PKC activation and may thus suggest a PKC-dependent 
mechanism of action. However, the possible PKC activation did not cause downregulation of 
the PKC-isoforms α, β and δ. In addition, both HMI-1a3 and HMI-1b11 inhibited SH-SY5Y cell 
proliferation. HMI-1a3 was cytotoxic at 20 µM, while HMI-1b11 did not cause any cell death. 
Both compounds also induced neurite outgrowth. In addition, HMI-1a3 increased the amount of 
β-catenin. That could indicate the activation of Wnt-signaling, which is inhibited in Alzheimer’s 
disease. Both of the compounds have potential for further studies because of the good binding 
to PKC and the beneficial effects on neurite outgrowth and Wnt signaling. 
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Alzheimerin tauti on yleisin dementiaa aiheuttava aivosairaus maailmassa ja se on 
syynä dementiaan yli 70 % tapauksista (Neuropathology Group. Medical Research 
Council Cognitive Function and Aging Study 2001). Alzheimerin tauti on lisäksi yleisin 
neurodegeneratiivinen eli rappeuttava aivosairaus, joista Parkinsonin tauti on toinen 
esimerkki (Nussbaum ja Ellis 2003).  Alzheimerin tautia esiintyy pääasiassa 
ikääntyvällä väestönosalla, ja sitä todetaankin eniten yli 60-vuotiailla. Sairaus on lisäksi 
yleisempi naisilla kuin miehillä (Fratiglioni ym. 2000). Dementiaa sairasti vuonna 2010 
arvioiden mukaan noin 35,6 miljoonaa ihmistä ympäri maailmaa ja on arvioitu, että 
sairastuneiden lukumäärä nousee 65,7 miljoonaan vuoteen 2030 mennessä (World 
Alzheimer report 2009). Sairaus aiheuttaa myös suuret kustannukset yhteiskunnalle. 
Dementiasta aiheutuneet vuotuiset kustannukset 2010 olivat 604 miljardia USA:n 
dollaria (World Alzheimer report 2010). Väestön ikääntyessä valtioiden on yhä 
vaikeampi selvitä jatkuvasti kasvavasta potilasmäärästä ja siitä aiheutuvista 
kustannuksista. 
Alzheimerin tauti on etenevä ja lopulta tappava muistisairaus, johon ei ole tällä hetkellä 
parantavaa tai taudin etenemistä hidastavaa lääkehoitoa. Nykyisillä lääkkeillä voidaan 
ainoastaan helpottaa taudin oireita (Ballard ym. 2011). Useita eri vaikutusmekanismilla 
olevia taudin kulkuun vaikuttavia lääkeaineita on jo edennyt kliinisiin tutkimuksiin, 
mutta yksikään ei ole osoittautunut riittävän tehokkaaksi ja turvalliseksi. Lääketutkimus 
onkin nyt kiivasta, jotta löydettäisiin ensimmäinen taudin kulkuun vaikuttava tehokas 
lääkeaine. Tämä edellyttää kuitenkin myös uusien, luotettavien ja nopeiden 
diagnoosimenetelmien kehitystä, jotta tauti olisi tunnistettavissa jo alkuvaiheessaan. 






2 ALZHEIMERIN TAUTI 
 Taudinkuva 2.1
Alzheimerin tauti esiintyi ensimmäisen kerran kirjallisuudessa vuonna 1907, jolloin 
Alois Alzheimer kuvasi tapauksen 51-vuotiaasta naisesta, jonka muisti heikkeni nopeaa 
vauhtia ja jolla oli lisäksi psyykkisiä häiriöitä (katso: Stelzmann ym. 1995). Nykyään 
Alzheimerin taudin diagnoosi tehdään potilaan ja läheisen haastattelun, muistikyselyn 
(esimerkiksi MMSE = Mini-mental State Examination) ja neuropsykologisen 
tutkimuksen avulla (Käypä hoito 2010). Apuna voidaan käyttää myös 
magneettikuvausta, selkäydinnesteestä otettuja näytteitä ja positroniemissiotomografiaa 
(Ballard ym. 2011). Varma diagnoosi voidaan kuitenkin tehdä vasta ruumiinavauksen 
yhteydessä otetuista aivonäytteistä. 
Varhaiseen Alzheimerin taudin kuvaan kuuluvat mieleen painamisen ja palauttamisen 
vaikeudet (Rathmann ja Conner 2007). Keskivaikeassa taudin vaiheessa mukaan tulevat 
myös käytösoireet, kuten ahdistuneisuus, harhaluuloisuus ja levottomuus. Somaattisista 
oireista mukana voi olla laihtuminen. Myöhemmissä vaiheissa tiedonkäsittelyn osa-
alueet, kuten puheen tuottaminen ja orientaatio vaikeutuvat. Potilaan omatoimisuus 
heikentyy muistin ohella taudin edetessä ja loppuvaiheessa potilaat eivät enää pysty 
kommunikoimaan tai liikkumaan. Lopullinen kuolinsyy on usein infektio tai muu 
pitkäaikainen sairaus.   
Alzheimer-potilaan aivoissa voidaan todeta näkyvinä muutoksina aivokuoren ja 
hippokampuksen surkastumista sekä sivukammioiden laajenemista (Mott ja Hulette 
2005). Mikroskooppisina muutoksina voidaan nähdä taudille tyypilliset solunulkoiset, 
suurelta osin β-amyloidiproteiinista koostuvat amyloidiplakit ja solunsisäiset, pääasiassa 
hyperfosforyloituneesta tau-proteiinista koostuvat neurofibrillikimput. 
Alzheimerin tauti vaikuttaa erityisesti kolinergiseen ja glutamatergiseen 
viestinvälitykseen (Ondrejcak ym. 2010). β-Amyloidin (Aβ) on todettu lisäävän 
glutamaattireseptoreiden kautta tapahtuvaa liiallisesta stimulaatiosta aiheutuvaa 
toksisuutta, joka voi vaurioittaa hermosoluja (Mattson ym. 1992). Tämä vaikutus saattaa 
aiheutua glutamaatin vähentyneestä takaisinotosta tai lisääntyneestä vapautumisesta 
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(Noda ym. 1999; Matos ym. 2008). β-Amyloidi vaikuttaa myös asetyylikoliinin 
synteesiin, vapautumiseen ja reseptorien toimintaan (Auld 2002). Alzheimerin taudin 
edetessä kolinergisiä hermosoluja häviää, samoin kuin eri alatyyppien 
asetyylikoliinireseptoreja (Wevers ym. 2000; Schliebs ja Arendt 2006). 
 Taudin synty  2.2
2.2.1 Genetiikka 
Suurin osa Alzheimerin taudista esiintyy hajanaisina tautitapauksina, mutta on kuitenkin 
löydetty muutama taudille altistava geeni (Piaceri ym. 2013). Tähän mennessä on 
löydetty kolme pääasiallista geeniä, joiden virheet altistavat nuorella iällä alkavalle 
Alzheimerin taudin muodolle: APP (amyloidiprekursoriproteiini), PSEN1 (preseniliini 
1) ja PSEN2 (preseniliini 2) (Karran ym. 2011). Mutaatio amyloidiprekursoriproteiinia 
(APP) koodaavassa geenissä oli ensimmäinen todiste siitä, että Alzheimerin tauti on 
osittain vallitsevasti periytyvä sairaus (Goate ym. 1991). Löytö tuki myös 
amyloidikaskadihypoteesin julkistamista (Hardy ja Higgins 1992). Myöhemmin 
löydettiin mutaatioita myös PSEN1 ja 2 -geeneistä, minkä seurauksena APP:n 
prosessointi häiriintyy (Rogaev ym. 1995; Sherrington ym. 1995). Myöhemmällä iällä 
alkavalle tautimuodolle altistaa erityisesti apolipoproteiini E (APOE) -geenin ε4-alleeli 
(Corder ym. 1993). APOE osallistuu β-amyloidin puhdistumaan ja ε4-alleelin on todettu 
lisäävän β-amyloidin kerääntymistä aivoihin (Holtzman ym. 2000).  
2.2.2 β-amyloidi 
Solunulkoiset amyloidiplakit koostuvat pääasiassa liukenemattomasta säiemäisestä 
Aβ:sta (Skaper 2012). Aβ:a syntyy, kun solukalvon läpäisevä APP pilkkoutuu β-
sekretaasireitin kautta (Kuva 1). β-sekretaasi pilkkoo APP:n kahteen osaan, jonka 
jälkeen γ-sekretaasi erottaa näistä yleensä 40 - 42 aminohappoa pitkän Aβ-peptidin. Jos 
APP pilkkoutuu α-sekretaasireitin kautta, syntyy liukoista APP:ta (sAPP), joka ei ole 
haitallista hermosoluille ja samalla Aβ:n muodostuminen estyy. 
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Amyloidikaskadihypoteesin mukaan amyloidiplakit aiheuttavat häiriöitä hermosolujen 
toimintaan ja lopulta hermosolujen rappeutumista (Hardy ja Higgins 1992). 
Nykykäsityksen mukaan pienemmät oligomeerit (2-12 peptidiä) voivat olla jopa 
toksisempia kuin amyloidiplakit (Skaper 2012). 
 
Kuva 1. Amyloidiprekursoriproteiinin (APP) pilkkoutuminen α-, β- ja γ-
sekretaasientsyymien avulla (muokattu O’Brien ja Wong 2011). APP:n pilkkoutuminen 
α-sekretaasireitin kautta ei tuota β-amyloidia (Aβ), vaan liukoista APP:ta. β-sekretaasin 
aktivoituminen taas synnyttää hermosoluille toksisia β-amyloidipeptidejä. AICD, 
amyloidiprekursoriproteiinin solunsisäinen osa; APPs, liukoinen amyloidiprekursori-
proteiini; CTF, C-terminaalinen fragmentti; p3, N-terminaalisesti typistetty Aβ.  
 
Alzheimerin taudin kehittymisessä on tärkeässä roolissa myös epänormaali Aβ:n 
hajottaminen ja epäilläänkin, että Aβ:a hajottavat entsyymit eivät toimi kunnolla 
Alzheimer-potilailla (Selkoe 2001). Useat eri entsyymit osallistuvat 
normaaliolosuhteissa Aβ:n hajotukseen: muun muassa insuliinia hajottava entsyymi 
(IDE), neprilysiini (NEP) ja endoteliinia muuntavat entsyymit 1 ja 2 (ECE). Pääasiassa 
insuliinin metaboliassa toimivaa IDE:ä erittyy myös hermosoluista ja mikrogliasoluista, 
joissa se vastaa Aβ:n hajotuksesta ja sen onkin todettu vähentävän Aβ40:n ja Aβ42:n 
neurotoksisia vaikutuksia (Mukherjee ym. 2000; Vekrellis ym. 2000).  NEP:ä esiintyy 
pääasiassa hermosolujen solukalvoissa. NEP-vajaus aiheutti heikentynyttä Aβ:n 
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metabolista käsittelyä rotilla, joilla NEP-geeniin oli aiheutettu häiriöitä (Iwata ym. 
2001). Näin pienikin entsyymin toiminnan häiriö voisi johtaa Aβ:n akkumuloitumiseen 
ja Alzheimerin taudin oireisiin. 
ECE:t ovat tyypin II solukalvon läpäiseviä metalloproteaaseja, jotka muuntavat pro-
endoteliinia endoteliiniksi (Turner ja Murphy 1996). ECE-1 on merkittävä entsyymi 
aivojen Aβ:n hajottamisessa (Eckman ym. 2001). ECE-1 ilmentyy aivoissa Alzheimerin 
taudin kannalta oleellisilla aivoalueilla, kuten hippokampuksessa (Funalot ym. 2004).  
ECE-1-geenin polymorfismi, joka lisää entsyymin lähetti-RNA:n (l-RNA) pitoisuutta, 
vähensi riskiä sairastua myöhäisiän Alzheimerin tautiin yli 800 henkilön tapaus-
verrokkitutkimuksessa. 
Alzheimerin taudin patofysiologiassa on mukana myös krooninen tulehdusreaktio 
(Rubio-Perez ja Morillas-Ruiz 2012). Aβ:n ja neurofibrilikimppujen on ajateltu saavan 
aikaan tulehdusreaktion, jonka seurauksena mikrogliasolut ja astrosyytit aktivoituvat. 
Aktivoituneet mikrogliasolut ja astrosyytit vapauttavat useita tulehdusta välittäviä 
yhdisteitä, kuten komplementtiproteiineja, sytokiineja ja kemokiineja. Nämä yhdisteet 
pitävät yllä jatkuvaa tulehdusreaktiota, joka saattaa vaurioittaa myös terveitä 
hermosoluja. 
2.2.3 Neurofibrillikimput 
Solunsisäiset neurofibrillikimput koostuvat pariutuneista kierteisistä filamenteista, 
joiden pääkomponentti on hyperfosforyloitu tau-proteiini (Ihara ym. 1986). Tau-
proteiini toimii fysiologisissa olosuhteissa tubuliinia mikrotubulukseksi kokoavana 
proteiinina ja säätelee näin aksonien moottoroitua kuljetusta (Gotz ym. 2006). Taun 
hyperfosforyloituessa se aggregoituu filamenteiksi ja heikentää mikrotubulusten 
kokoamista, hermosolujen sisäistä kuljetusta ja näin synapsien toimintaa. 
Hyperfosforyloidun taun määrän on todettu lisääntyvän β-amyloidin vaikutuksesta 
(Gotz ym. 2001; Lewis ym. 2001). β-Amyloidi lisää tau-proteiinia fosforyloivan 
glykogeenisyntaasikinaasi 3-β:n (GSK-3β) aktiivisuutta ja aiheuttaa siten taun 
hyperfosforylaatiota (Terwel ym. 2008). 
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 Nykyinen lääkehoito 2.3
Lievän tai keskivaikean Alzheimerin taudin hoidossa käytetään asetyylikoliiniesteraasin 
estäjiä (Taulukko 1) (Ballard ym. 2011). Keskivaikeassa tai vaikeassa Alzheimerin 
taudissa käytetään myös NMDA-reseptorin antagonistia, memantiinia, joko yksinään tai 
yhdessä asetyylikoliiniesteraasin estäjän kanssa. Nämä kaikki lääkehoidot ovat 
kuitenkin vain oireita lievittäviä eikä niillä ole vaikutusta taudin etenemiseen. 
Taulukko 1. Alzheimerin taudin hoitoon markkinoilla olevat lääkeaineet (Käypä hoito 
2010; Herrmann ym. 2011). 
Lääkeaine Vaikutusmekanismi Annostelu Haitta-vaikutukset 
Donepetsiili 
(Aricept®) 
Spesifinen ja reversiibeli 
asetyylikoliini-esteraasin 
estäjä. 





































joka muuttaa kohonnutta 
glutamaatti-aktiivisuutta. 
Ylläpito-annos 




Vaikeiden käytösoireiden yhteydessä on mahdollista käyttää antipsykootteja, jotka 
lievittävät kohtalaisesti dementiasta aiheutuvaa aggressiota ja psykoosia (Ballard ym. 
2011). Ainoastaan risperidonin virallinen käyttöaihe on dementiaan liittyvät vaikeat 
käytösoireet. Antipsykootteja tulisi käyttää kuitenkin vain viimeisenä hoitokeinona, sillä 
niiden on todettu lisäävän muun muassa aivohalvauksen ja kuoleman riskiä 
dementiapotilailla. Masentuneilla Alzheimer-potilailla käytetään myös 
serotoniiniselektiivisiä masennuslääkkeitä, joista sertraliinilla ja sitalopraamilla saattaa 
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olla tehoa dementian aiheuttamassa masennuksessa (Nyth ja Gottfries 1990; Lyketsos 
ym. 2003). Joillakin potilailla lääkkeetön hoito, esimerkiksi liikunta, tukee 
omatoimisuutta ja sillä voidaan vaikuttaa sekä potilaan mielialaan että 





Proteiinikinaasit ovat entsyymejä, jotka katalysoivat kohdeproteiinien fosforylaatiota ja 
säätelevät näin niiden toimintaa (Kuva 2) (Schwartz ja Murray 2011). Proteiinikinaasit 
aktivoivat ja inaktivoivat entsyymejä, vaikuttavat proteiinien sijoittumiseen, 
stabiloitumiseen ja hajottamiseen soluissa sekä muokkaavat proteiini-proteiini-
interaktioita. Niillä on siten suuri merkitys solujen toimintojen säätelyssä, minkä vuoksi 
proteiinikinaaseja tutkitaan laajalti lääkeaineiden kohdemolekyyleinä. 
 
Kuva 2. Proteiinikinaasin katalysoima fosfaattiryhmän siirto adenosiinitrifosfaatista 
(ATP) aminohapon hydroksyyliryhmään (Schwartz ja Murray 2011).  
 
Proteiinikinaaseja tunnetaan tällä hetkellä jo yli 500 erilaista ja ihmisen genomista 2 % 
koostuu kinaaseja koodaavista geeneistä (Manning ym. 2002).  Ne voidaan jakaa 
karkeasti kahteen eri ryhmään (Hanks ja Hunter 1995). Seriini/treoniinikinaasit 
fosforyloivat seriini- ja treoniiniaminohappotähteitä, kun taas tyrosiinikinaasit 
fosforyloivat tyrosiinitähteitä. On kuitenkin olemassa kaksoisspesifisiä 
proteiinikinaaseja, jotka kykenevät fosforyloimaan näitä molempia. 
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Seriini/treoniinikinaaseihin kuuluu muun muassa proteiinikinaasi C (PKC), Raf-kinaasit 
sekä MAP-kinaasit (mitogen-activated protein kinases). Tyrosiinikinaaseja ovat 
esimerkiksi kasvutekijäreseptorit. 
Tässä kappaleessa käsitellään esimerkinomaisesti proteiinikinaaseista vain PKC, koska 
sitä on tutkittu myös kokeellisessa osassa ja sillä on merkittävä rooli Alzheimerin taudin 
patofysiologiassa. Muista proteiinikinaaseista kerrotaan pääpiirteittäin luvuissa 4. ja 5.  
 Proteiinikinaasi C 3.2
PKC on seriini-treoniinikinaasiperhe, joka koostuu kymmenestä eri isoentsyymistä, 
jotka jaetaan kolmeen eri ryhmään entsyymin säätelyosan rakenteen perusteella (Kuva 
3) (Newton 2001). Konventionaaliset isoentsyymit (α, βI, βII, γ) tarvitsevat 
fosfatidyyliseriiniä (PS), diasyyliglyserolia (DAG) ja kalsiumia aktivoituakseen, kun 
taas uudet isoentsyymit (δ, ε, θ, η) eivät ole riippuvaisia kalsiumista. Epätyypilliset 
isoentsyymit (ζ, ι) eivät sido DAG:a tai kalsiumia, vaan ne tarvitsevat ainoastaan 
fosfatidyyliseriiniä aktivoituakseen.   
PKC:n luontainen aktivaattori on lipidirakenteinen DAG (Newton 2001). DAG:a 
syntyy, kun G-proteiinikytkentäiset- ja tyrosiinikinaasireseptorit aktivoituvat 
solukalvolla ja aiheuttavat fosfolipidien pilkkoutumista. Fosfolipaasi C hydrolysoi 
fosfatidyyli-inositoli 4,5-bisfosfaattia (PIP2), jolloin syntyy inositoli 1,4,5-trifosfaattia 
(IP3) ja DAG:a. IP3 saa aikaan kalsiumin vapautumisen solulimakalvostosta, jolloin 
kalsiumin määrä solulimassa kasvaa (Battaini ja Pascale 2005). 
PKC:ta aktivoivat myös DAG:n kanssa kilpailevat forboliesterit, kuten forboli 12-
myristaatti 13-asetaatti (PMA) (Blumberg 1988). Forboliesterit ovat kasviperäisiä 
myrkkyjä, joilla on myös tuumoripromootiovaikutus. PKC:lle tunnusomaista on sen 
translokaatio eli siirtyminen solulimasta solukalvolle esimerkiksi DAG:n tai PMA:n 






Kuva 3. Proteiinikinaasi C -perheen primaarirakenteiden kaaviokuva ja aktivaattorit 
(muokattu Newton 2001). C-terminaalinen osa sisältää katalyyttisen kinaasialueen ja N-
terminaalinen osa säätelyalueen. Pseudosubstraatti estää entsyymin konformaation 
muutoksen aktiiviseen tilaan. C1A ja C1B alueet sitovat muun muassa 
diasyyliglyserolia ja muita aktivaattoreita. C2 osa sitoo kalsiumia ja anionisia lipidejä, 






PKC:n rakenne koostuu säätelyosasta ja katalyyttisestä osasta. Pseudosubstraatti on osa 
säätelyosaa ja se estää entsyymin aktivoitumista silloin, kun allosteerisia aktivaattoreita 
(esimerkiksi DAG) ei ole lähettyvillä (House ja Kemp 1987). Pseudosubstraatin 
aminohappojärjestys muistuttaa läheisesti substraatin rakennetta, jolloin se toimii 
kilpailevana estäjänä sitoutuen entsyymin aktiiviseen kohtaan. Nykykäsityksen mukaan 
pseudosubstraatti vapautuu aktiivisesta kohdasta konformaatiomuutoksen seurauksena, 
kun entsyymi kiinnittyy solukalvolle ja energiaa vapautuu (Johnson ym. 2000). 
PKC:n rakenteessa säätelyosa toimii kalvoihin kiinnittyvänä osana, joka ohjaa myös 
pseudosubstraatin vapautumista (Newton 2001). Sillä on kuitenkin todettu olevan 
vaikutusta myös entsyymin substraattispesifisyyteen ja biologiseen toimintaan (Acs ym. 
1997). Säätelyosan C1-osa on mukana kaikissa PKC isoentsyymeissä (Newton 2001). 
Konventionaalisissa ja uusissa isoentsyymeissä se esiintyy kaksinkertaisena (C1A ja 
C1B), mutta epätyypillisissä siitä on vain yksi kopio. C1-osa sitoo DAG:a tai 
forboliestereitä, mutta epätyypillisten isoentsyymien C1-osa ei siihen kykene. 
Aktivaattorin sitoutuminen C1-osaan muuttaa tämän osan pinnan hydrofobiseksi, jolloin 
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kalvoihin sitoutuminen mahdollistuu. Konventionaalisten isoentsyymien C2-osa sitoo 
kalsiumia, joka ankkuroi entsyymin negatiivisesti varautuneisiin kalvorakenteisiin. Ei 
ole vielä selvillä, miten uusien isoentsyymien C2-osa ja epätyypillisten C1-osa 
vaikuttavat kalvorakenteisiin kiinnittymiseen. 
Katalyyttisessä osassa on sitoutumispaikat sekä ATP:lle että substraatille (Newton 
1995). Kinaasiosa katalysoi fosforylaatioreaktiota, jossa fosfaattiryhmä siirtyy 
kohdeproteiinin seriini- tai treoniiniaminohappotähteeseen (Newton 2001).  
3.2.2 Aktiivisuuden säätely 
PKC:n säätely on tarkkaa, sillä toimiakseen moitteettomasti, entsyymin tulee olla 
fosforyloitunut, sijoittunut oikealle alueelle solussa ja pseudosubstraatin tulee olla 
irronnut (Newton 2001). Tämä vaatii yhteistyötä erilaisten proteiinien, entsyymien ja 
lipidien kanssa. 
PKC vaatii yleensä kolmivaiheisen fosforyloitumisen, jotta se voisi saavuttaa 
katalyyttisen toimintakykynsä ja oikean solunsisäisen sijoittumisen (Keranen ym. 
1995). Fosforylaatioreaktiot tapahtuvat solukalvolla, minkä jälkeen inaktiivinen, 
katalyyttisesti kompetentti entsyymi vapautetaan solulimaan. 
Konventionaalisilla isoentsyymeillä kalsiumin sitoutuminen C2-osaan helpottaa 
entsyymin siirtymistä kalvoille lisäämällä C2-osan affiniteettia anionisiin lipideihin 
(Verdaquer ym. 1999). Solunsisäisen kalsiummäärän lisääntyminen ei ole kuitenkaan 
välttämätöntä PKC:n aktivoitumiselle, sillä riittävän tiukka C1-osan kiinnittyminen, 
esimerkiksi forboliesteristimulaation seurauksena, riittää korvaamaan C2-osan heikkoa 
kiinnittymistä (Newton 2001). DAG:n tai forboliesterin sitoutuminen C1-osaan lisää 
PKC:n affiniteettia kalvorakenteisiin ja tekee entsyymistä aktiivisen (Johnson ym. 
2000). Forboliesterit ovat kuitenkin tehokkaampia siirtämään entsyymiä 
kalvorakenteille ja niiden aktivaatiovaikutus on pidempikestoinen. DAG:n läsnäolo saa 
entsyymit kiinnittymään suuremmalla affiniteetilla fosfatidyyliseriiniä sisältäviin kalvon 
osiin verrattuna muita anionisia lipidejä sisältäviin osiin.  
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PKC:n solunsisäistä sijoittumista säädellään PKC:hen sitoutuvien ankkuriproteiinien 
avulla, jotka voivat säädellä sitä joko positiivisesti tai negatiivisesti (Newton 2001). 
Ankkuriproteiineja on useita erilaisia PKC:n eri aktivaatiovaiheita varten. Esimerkiksi 
RACK-proteiinit (Receptor for Activated C Kinase) sijoittavat aktiivisen ja 
fosforyloidun entsyymin oikeaan solusisäiseen sijaintiinsa lähelle substraattiaan 
(Mochly-Rosen ym. 1991). 
PKC:n aktiivisuutta säädellään defosforylaation avulla (Gao ja Newton 2002). 
Pitkäkestoinen aktivaatio, esimerkiksi forboliesterin sitoutumisen seurauksena, johtaa 
fosfataasien aiheuttamaan defosforylaatioon. Jos defosforyloitunut entsyymi sitoutuu 
lämpöshokkiproteiini 70:n (Hsp70) kanssa, entsyymi kierrätetään ja se on mahdollista 
uudelleen fosforyloida. Jos taas entsyymi ei sitoudu Hsp70:n kanssa, se hajotetaan 
proteolyyttisesti. 
 
4 PROTEIINIKINAASIEN MERKITYS IKÄÄNTYMISESSÄ JA MUISTISSA  
Nykytiedon valossa normaaliin ikääntymiseen ei liity hermosolujen määrän 
vähenemistä niin kuin aiemmin on oletettu (Battaini ja Pascale 2005). Ikääntyneillä 
rotilla tehty tutkimus osoitti, että oppimisvaikeudet eivät ole yhteydessä 
hippokampuksen hermosolujen rappeutumiseen (Rapp ja Gallagher 1996). Ikääntyessä 
hermosolujen sisäinen kommunikaatio muuttuu, mikä johtaa solujen toiminnan 
muutokseen ja lopulta tiedonkäsittelyn heikkenemiseen (Battaini ja Pascale 2005). 
Ikääntymisen myötä heikkenevä tiedonkäsittely ja toiminta saattaa johtua myös solujen 
välisten yhteyksien muuttumisesta ja tiedonvälityksen heikkenemisestä. Yleisesti ottaen 
muistin ja oppimisen solutason mekanismit tunnetaan vielä huonosti. 
Synapsien pitkäaikainen vahvistuminen (LTP, long term potentiation) on yksi 
mahdollinen reitti muistijäljen muodostumiselle (Lisman ym. 2012). LTP:ssä lyhyet 
synaptisen aktiivisuuden jaksot aiheuttavat pitkän aikavälin vahvistumista synapseissa. 
Jos LTP estetään, muisti huononee. Näin on oletettu, että LTP:llä on olennainen osa 
oppimisessa ja muistissa. 
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 Proteiinikinaasi C 4.1
PKC:lla on moninainen rooli hermosolujen säätelyssä, sillä se on mukana muun muassa 
välittäjäaineiden synteesin ja vapautumisen, geeniekspression sekä solukalvon 
proteiinien aktiivisuuden säätelyssä (Sun ja Alkon 2012). PKC:n kinaasiaktiivisuutta 
tutkittaessa ikääntyneillä rotilla löydettiin ainoastaan kanta- ja substraattispesifisiä 
muutoksia (Battaini ym. 1995). Kinaasiaktiiviisuus säilyi ennallaan konventionaalisilla 
ja uusilla proteiinikinaaseilla, jos aktivaattoreita oli runsaasti saatavilla. Myös kaikkien 
konventionaalisten isoentsyymien l-RNA-tasot pysyivät ennallaan ikääntyneillä rotilla. 
Ainoastaan PKCγ:n proteiinimäärä hippokampuksessa lisääntyi merkittävästi 
ikääntymisen yhteydessä. Tämä todettiin myös toisessa tutkimuksessa, jossa 
ikääntyneistä rotista huonoiten muistitestissä selvisivät ne yksilöt, joilla oli korkea 
PKCγ-pitoisuus hippokampuksessa (Colombo ym. 1997). Merkittävin muutos PKC:n 
toiminnassa on kuitenkin translokaation heikkeneminen iän myötä aivojen 
kuorikerroksessa ja hippokampuksessa (Battaini ym. 1995). Tämä osoitettiin tutkimalla 
ikääntyneiden Wistar-rottien aivoleikkeitä, joista translokaatio mitattiin lyhyen PMA- 
altistuksen yhteydessä. Jatkotutkimuksessa selvisi, että ankkuriproteiini RACK1:n 
määrä oli puolittunut vanhoilla Wistar-rotilla aivokuoren alueella verrattuna keski-
ikäisiin eläimiin (Pascale ym. 1996). Tämä voisi selittää PKC:n heikentynyttä 
translokaatiota ikääntyneillä eläimillä.  
PKC vaikuttaa muistiin ja oppimiseen stabiloimalla l-RNA:ta siihen sitoutuvien 
proteiinien välityksellä (Pascale ym. 2008). Yksi tärkeimmistä l-RNA:han sitoutuvista 
molekyyliryhmistä on nELAV-proteiinit (neuronal Embryonic Lethal Abnormal 
Vision). Nämä proteiinit sitoutuvat kohde-RNA:n adeniini- ja uridiinirikkaisiin kohtiin 
ja vaikuttavat muun muassa l-RNA:n pysyvyyteen, solunsisäiseen kuljetukseen ja 
translaatioon. nELAV-geenien ekspressio lisääntyi jyrsijöiden hippokampuksen 
pyramidisoluissa avaruudellisen muistiharjoituksen jälkeen, mikä viittaa nELAV-
proteiinien rooliin muistijäljen muodostamisessa (Quattrone ym. 2001). PKC:n 
aktivaation on todettu lisäävän nELAV-proteiinien määrää ja fosforylaatiota in vitro 





Kuva 4. Proteiinikinaasien signalointi synapsien pitkäaikaisessa vahvistumisessa (LTP) 
(muokattu Mayford 2007).  Kalsiumin sisäänvirtaus NMDA-reseptorin kautta saa 
aikaan Ca
2+
/kalmoduliini-riippuvaisen proteiinikinaasi II:n (CaMKII) aktivoitumisen ja 
autofosforylaation. Tämä johtaa AMPA-reseptoreiden (2-amino-3-hydroksi-5-metyyli-
4-iso-oksatsolipropionihappo reseptori) fosforylaatioon, määrän lisääntymiseen ja 
LTP:n alkuun. LTP:tä ylläpidetään jatkuvasti aktiivisen proteiinikinaasi PKMζ:n avulla, 
jonka ekspressio lisääntyy kalsiumin sisäänvirtauksen seurauksena. PKMζ fosforyloi 
suoraan AMPA-reseptoreja. Kalsiumin sisäänvirtaus aktivoi myös proteiinikinaasi A:ta 
(PKA) ja ERK-signaalireittiä saamalla adenylaattisyklaasin (AdC) tuottamaan syklistä 
AMP:ta (cAMP). Tämä signaalireitti johtaa transkriptiotekijä CREB:n fosforylaatioon, 
mikä aiheuttaa muutoksia transkriptioon tumassa. lRNA, lähetti-RNA; MSK1, CREB-
kinaasi; Raf-MEK-ERK, kinaasikaskadi; Ras, Ras-GTP-aasi. 
 
PKMζ on ainoastaan aivoissa ilmentyvä, lyhyempi muoto epätyypillisestä PKCζ:sta 
(Naik ym. 2000). PKMζ sisältää vain katalyyttisen alueen, joka ei sisällä 
pseudosubstraattia, minkä vuoksi se on jatkuvasti aktiivinen. PKMζ saattaa olla mukana 
LTP:n ylläpidossa, koska PKMζ:n aktivaatio lisää AMPA-reseptoreiden (2-amino-3-
hydroksi-5-metyyli-4-iso-oksatsolipropionihappo reseptori) määrää solukalvolla (Kuva 
4) (Ling ym. 2006). Muun muassa Ca
2+
/kalmoduliini-riippuvaisen proteiinikinaasi II:n 
(CaMKII), proteiinikinaasi A:n (PKA) ja ERK1/2:n (extracellular signal-regulated 
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kinase) aktivaatio lisää myös PKMζ:n synteesiä (Kelly ym. 2007). Uusin tutkimus 
kuitenkin osoittaa, että PKCζ/PKMζ -poistogeenisillä hiirillä on normaali synaptinen 
viestinvälitys ja LTP, eikä niillä havaittu heikkenemistä hippokampuksen toimintaa 
testaavissa muistitesteissä (Volk ym. 2013). PKMζ:n rooli LTP:ssä kaipaakin vielä lisää 
tutkimuksia. 
 Ca2+/kalmoduliini-riippuvainen proteiinikinaasi II 4.2
Ca
2+
/kalmoduliini-riippuvainen proteiinikinaasi II (CaMKII) on seriini-treoniinikinaasi, 
joka on mukana LTP:ssä ja siten oppimisessa ja muistissa (Barria ym. 1997). CaMKII 
aktivoituu, kun kalsiumia virtaa tuojahaarakkeen eli dendriitin haarakkeeseen NMDA-
tyypin glutamaattireseptoreiden kautta (Kuva 4) (Lucchesi ym. 2011). Tämä aiheuttaa 
CaMKII:n autofosforylaation ja translokaation synapsiin. CaMKII:n aiheuttama 
fosforylaatio saa aikaan AMPA-tyyppisten glutamaattireseptoreiden konduktanssin 
kasvun ja määrän lisääntymisen, mikä johtaa LTP:n käynnistymiseen. Tutkimusten 
tulokset ovat vielä ristiriitaisia siitä, onko CaMKII mukana LTP:n ylläpidossa vai onko 
sillä rooli ainoastaan LTP:n käynnistämisessä. 
Ikääntyneillä rotilla tehty tutkimus osoittaa, että CaMKII:n toiminta heikentyy iän 
myötä (Mullany ym. 1996). CaMKII:n aktiivisuus oli merkitsevästi alhaisempi 22 
kuukauden ikäisillä verrattuna 4 kuukauden ikäisiin rottiin. Tämä saattaa aiheuttaa 
ikääntymisen yhteydessä havaitun glutamaatin vapautumisen vähenemisen. 
Ikääntymisen yhteydessä on lisäksi havaittu muutoksia hapetus-pelkistysreaktioiden 
tasapainossa (Bodhinathan ym. 2010). CaMKII on hapettuneemmassa muodossa 
ikääntyneillä kuin nuorilla rotilla, millä saattaa olla vaikutusta NMDA-reseptoreiden 
huonontuneeseen vasteeseen ja synapsien toimintaan ikääntyneillä rotilla. 
 Raf-ERK1/2-signaalireitti 4.3
Raf-ERK1/2-signaalireitti on tärkeä solunsisäinen entsyymikaskadi, joka reagoi 
solukalvon reseptoreiden ärsykkeisiin, esimerkiksi kasvutekijöihin ja välittää viestin 
eteenpäin peräkkäisten fosforylaatioiden avulla esimerkiksi transkriptiotekijöille (Yao ja 
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Seger 2009). ERK1/2:a kutsutaan toisinaan kirjallisuudessa myös nimellä MAPK 
(mitogen-activated protein kinase). ERK1/2-signaalireitin aloittaa Ras-GTPaasi, joka 
aktivoi Raf-proteiinikinaasin. Raf puolestaan aktivoi MEK-kinaasin, jonka tehtävä on 
fosforyloida ERK1/2. Useat eri PKC-isoentsyymit aktivoivat ERK1/2:a Raf-MEK-reitin 
kautta ja forboliestereiden aiheuttaman ERK1/2 fosforylaation on todettu välittyvän 
PKC:n kautta (Schonwasser ym. 1998). 
ERK1/2:n rooli LTP:ssä huomattiin ensimmäisen kerran annostelemalla selektiivistä 
MAPK-kaskadin estäjää, PD 098059:ää, rotan hippokampusleikkeille (English ja 
Sweatt 1997). Tämän seurauksena LTP:n käynnistyminen estyi, mikä osoitti ERK1/2:n 
merkityksen muistin synnyssä. Lisäksi rotilla tehty avaruudellisen muistin harjoitus 
osoitti, että fosforyloituneen ERK1/2:n määrä lisääntyi hippokampuksessa toistuvien 
muistiharjoitusten jälkeen (Blum ym. 1999). 
Sekä LTP:n että muistin pitkäaikainen vakauttaminen vaativat uutta geeniekspressiota 
(Sindreu ym. 2007). Kalsiumin sisäänvirtauksen aktivoima syklinen 
adenosiinimonofosfaatti (cAMP) aktivoi PKA:a ja ERK1/2-signaalireitin kautta 
transkriptiotekijä CREB:ä (cAMP response element-binding protein), joka osallistuu 
geeniekspression säätelyyn (Kuva 4). Kun tutkimuksessa käytettiin eläimiä, joilla 
kalsiumista riippuvainen adenylaattisyklaasin (AdC) aktiivisuus oli geneettisesti 
heikentynyt, koko kaskadin eteneminen pysähtyi. Tämä viittaa siihen, että koko 
kaskadin toimivuus riippuu sen aloittavasta solukalvon entsyymistä (AdC). 
Zhen ja kollegat ovat tutkineet ikääntymisen vaikutusta aivojen ERK1/2:n määrään, 
solunsisäiseen jakautumiseen ja aktiivisuuteen (Zhen ym. 1999). Tutkimuksessa ei 
havaittu eroa ERK1/2:n määrässä nuorilla ja ikääntyneillä rotilla, mutta ikääntyneillä 
entsyymi oli kerääntynyt ryppäiksi solulimaan, kun taas nuoremmilla se oli jakautunut 
tasaisesti koko hermosolun alueelle. ERK1/2:n perusaktiivisuus oli kuitenkin 
merkitsevästi heikentynyt 24 kuukauden ikäisillä rotilla verrattuna nuorempiin 





5 PROTEIINIKINAASIEN VAIKUTUS ALZHEIMERIN TAUDIN 
PATOFYSIOLOGIAAN 
 Proteiinikinaasi C 5.1
PKC:n ja Alzheimerin taudin yhteys huomattiin ensimmäisen kerran, kun Alzheimer-
potilaiden ruumiinavauksessa otetuissa aivonäytteissä todettiin heikentynyt PKC-
isoentsyymien toiminta (Shimohama ym. 1993). Lisäksi PKC:n sekä MAPK-
signaalireitin toiminnan todettiin olevan heikentynyt Alzheimerin tautia sairastavien 
henkilöiden ihon fibroblasteissa (Etcheberrigaray ym. 1993; Zhao ym. 2002). PKC-
välitteinen epänormaali ERK1/2-fosforylaatio näyttää olevan voimakkaimmillaan 
taudin alkuvaiheessa ja se saattaa olla osa tulehdusprosessia (Khan ja Alkon 2006). 
Myös kaliumkanavissa on nähtävissä PKC-välitteisiä häiriöitä, sillä β-amyloidin lisäys 
kasvatettuihin fibroblasteihin sai aikaan kaliumkanavien toimintahäiriön, joka oli 
nähtävissä myös Alzheimer-potilailta otetuissa solunäytteissä (Etcheberrigaray ym. 
1994). PKC:n heikentyneen toiminnan seurauksena voi esiintyä muistin heikkenemistä, 
Aβ:n ja hyperfosforyloidun taun määrän kasvua sekä tulehdusvälittäjäaineiden 
aktivoitumista (Alkon ym. 2007). 
β-Amyloidipeptidit estävät suoraan PKC-isoentsyymien aktivoitumista (Kuva 5) (Lee 
ym. 2004).  β-Amyloidipeptidit sisältävät PKC:hen sitoutuvan pseudosubstraattiosion 
(Aβ 28 - 30), joka on oleellinen aktivoitumista estävän vaikutuksen kannalta. 
Tutkimuksessa Aβ-peptidejä lisättiin viljeltyjen B103-solujen joukkoon, mikä vähensi 
PKCα:n ja PKCε:n aktivaatiota. Aβ40:n on lisäksi raportoitu aiheuttavan PKCα:n 
hajoamista terveissä fibroblasteissa ja PKCγ:n hajoamista Alzheimerin tautia 
sairastavien henkilöiden fibroblasteissa mahdollisesti ubikitinaation seurauksena (Favit 
ym. 1998). Proteolyyttinen hajotus oli kuitenkin mahdollista kumota PKC:n 
aktivaatiolla, mikä lisäsi PKC:n synteesiä terveissä fibroblasteissa.   
PKC:n heikentynyttä toimintaa Alzheimerin taudissa tukee se, että PMA-altistuksen on 
havaittu vähentävän hermosoluissa syntyneen Aβ:n määrää (Savage ym. 1998). Vaikka 
Aβ:n määrä tutkimuksessa väheni, APPα:n määrä pysyi ennallaan, kun taas APPβ:n 
määrä väheni selvästi. Tämä viittaa siihen, että β-sekretaasin toiminta heikkenee PMA-
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altistuksen seurauksena. α- ja β-sekretaasireitit ovat toistensa kanssa kilpailevia 
proteolyyttisiä reittejä, joten toisen reitin aktiivisuuden lisääntyessä yleensä toisen reitin 
aktiivisuus vähenee (Skovronsky ym. 2000). Toisaalta taas PKC:n on todettu kykenevän 
aktivoimaan α-sekretaasia suoraan tai epäsuorasti ERK1/2 aktivaation kautta (Kuva 5) 
(Skovronsky ym. 2000; Diaz-Rodriquez ym. 2002). On kuitenkin osoitettu, että 
kolesterolia alentavien statiinien sAPP:n vapautumista lisäävää vaikutusta α-
sekretaasireitin kautta ei voida kumota PKC:n tai ERK1/2:n estäjillä (Buxbaum ym. 
2001). Tämä on merkkinä siitä, että α-sekretaasi voi aktivoitua myös ilman PKC:n ja 
ERK1/2:n fosforylaatiota. Useat tutkimukset ovat yrittäneet selvittää, minkälainen rooli 
eri PKC-isoentsyymeillä on APP:n prosessoinnissa. PKCα:n ja PKCε:n 
yliekspressoinnin on todettu lisäävän sAPP:n eritystä rotan fibroblasteissa, kun taas 
PKCθ:lla ei tätä vaikutusta ilmennyt (Kinouchi ym. 1995). Tutkimusten tulokset ovat 
täten vielä osin ristiriitaisia siitä, millä mekanismilla PKC vähentää haitallisten 
amyloidiplakkien määrää aivoissa. 
5.1.1 Proteiinikinaasi Cα 
Yksi ensimmäisistä tutkimuksista PKCα:n ja Alzheimerin taudin välillä oli PKCα:a 
yliekpressoivilla 3T3 fibroblasteilla tehty tutkimus, jossa PKCα:n huomattiin säätelevän 
reseptorivälitteistä APP:n eritystä (Slack ym. 1993). Benussi ja kollegat huomasivat, 
että PKCα:n estäminen Gö-6976:lla terveiden ihmisten fibroblasteissa aiheuttaa sAPP:n 
erityksen vähenemistä 39 %:lla ja että tämä esto poistaa kokonaan forboliestereiden 
stimuloiman sAPP:n erityksen lisääntymisen (Benussi ym. 1998). Tämä osoittaa, että 
PKCα on mukana sAPP:n prosessoinnissa. PKCα on mukana myös PMA-aktivoidussa 
sAPP:n erityksessä NT2N-hermosoluissa in vitro (Jolly-Tornetta ja Wolf 2000). sAPP:n 
eritystä säädellään sekä suoraan PKC:n avulla, mutta myös reseptorivälitteisesti, 
esimerkiksi kolinergisten reseptorien avulla. SH-SY5Y-neuroblastoomasoluilla tehty 
tutkimus osoittaa, että kolinerginen sAPP:n säätely tapahtuu suurelta osin muiden 
viestinvälittäjien kuin PKCα:n kautta (Racchi ym. 2003).  
 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
18 
 
           
Kuva 5. Proteiinikinaasi C:n (PKC) interaktiot APP- ja Tau – reittien kanssa (muokattu 
de Barry ym. 2010). PKC aktivoi α-sekretaasia suoraan ja välillisesti Erk1/2 kautta, 
jolloin  liukoisen APP:n (sAPP) muodostuminen lisääntyy. PKC estää tauta 
fosforyloivaa glykogeenisyntaasikinaasi-3β –entsyymiä (GSK-3β), joka aiheuttaa 
hyperfosforyloituneesta tausta muodostuneiden fibrillikimppujen syntymisen. Aβ1-42-
peptidi taas lisää GSK-3β:n aktiivisuutta.  β-Amyloidi (Aβ) oligomeerit estävät PKC:n 
toimintaa, samoin kuin Aβ1-42-peptidi.  Sekä amyloidiplakit että Aβ oligomeerit 
aktivoivat Erk1/2:a, joka saattaa aiheuttaa taun hyperfosforyloitumista. APP, 
amyloidiprekursoriproteiini; ERK1/2, extracellular signal-regulated kinase. 
5.1.2 Proteiinikinaasi Cδ 
Oksidatiivinen stressi vaikuttaa osaltaan Alzheimerin taudin aivovaurioiden syntyyn 
(Casado ym. 2008). Sydän- ja verisuonisairauksien riskitekijänä tunnettu hapettunut 
LDL (oxLDL) saattaa olla mukana myös Alzheimerin taudin patofysiologiassa 
(Draczynska-Lusiak ym. 1998). OxLDL:n merkittävin biologisesti aktiivinen muoto 
lysofosfatidihappo (LPA) lisää Aβ:n tuotantoa soluviljelmässä (Shi ym. 2012).  Aβ:n 
tuotannon lisääntyminen johtuu todennäköisesti β-sekretaasin (BACE1) ilmentymisen 
lisääntymisestä. Samassa yhteydessä selvisi myös, että PKCδ:n yliekspressio johtaa 
Aβ:n kiihtyneeseen tuotantoon.  Tämä viittaa siihen, että PKCδ stimuloi β-sekretaasin 
ilmentymistä ja sitä kautta lisää Aβ:n tuotantoa (Kuva 6). PKCδ:lla on siis 




                                         
Kuva 6. Yhteenveto lysofosfatidihapon (LPA) vaikutuksesta β-amyloidin (Aβ) 
tuotannon lisääntymiseen (muokattu Shi ym. 2012). GPCR, g-proteiinikytkentäinen 
reseptori; Gi, inhibitorinen G-proteiini; PKCδ, proteiinikinaasi Cδ; MEK, mitogeeni-
aktivoidun proteiinikinaasin kinaasi; MAPK, mitogeeni-aktivoitu proteiinikinaasi; 
p90RSK, p90 ribosomaalinen S6 kinaasi; CREB, transkriptiotekijä; BACE1, β-
sekretaasientsyymi. 
5.1.3 Proteiinikinaasi Cε 
On osoitettu, että sekä PKCα että PKCε lisäävät liukoisen APP:n erittymistä (Kinouchi 
ym. 1995). Näistä PKCε:n on osoitettu vähentävän Aβ:n määrää in vitro (Zhu ym. 
2001). Tämän oletettiin johtuvan lisääntyneestä α-sekretaasiaktiivisuudesta. Tutkittaessa 
Aβ:n määrän vähenemistä PKCε:a yliekspressoivilla hiirillä huomattiin, että Aβ:n 
määrän väheneminen johtuikin aivojen ECE-aktiivisuuden lisääntymisestä (Choi ym. 
2006). Näin ollen PKCε:n aktivaatio tehostaakin ensisijaisesti Aβ:n hajoamista eikä 
niinkään estä sen muodostumista. PKCε on mukana myös kolinergisen stimulaation 
aiheuttamassa sAPP:n erityksen lisääntymisessä, sillä karbakoliinin, kolinergisen 
agonistin, aiheuttama sAPP:n määrän lisääntyminen oli täysin kumoutunut soluissa, 
joista PKCε:n toiminta oli lamautettu (Lanni ym. 2004).           
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ApoE-geenin ε4-alleeli (apoE4) altistaa tunnetusti myöhäisiällä alkavalle Alzheimerin 
taudin muodolle (Corder ym. 1993). ε3-alleeli (apoE3) puolestaan suojelee hermosoluja 
Aβ:n toksiselta vaikutukselta muun muassa aktivoimalla NEP:ä ja IDE:ä sekä 
inaktivoimalla GSK-3β:a (Jiang ym. 2008; Sen ym. 2012). ApoE:n ensisijainen rooli 
aivoissa on kuljettaa kolesterolia astrosyyteistä hermosoluihin, joissa sitä tarvitaan 
normaaliin hermosolujen ja synapsien toimintaan. Viimeaikaisessa tutkimuksessa 
selvisi, että apoE3 kolesterolin läsnä ollessa suojelee hermosoluja amylosferoidin 
(ASPD), joka on pallon muotoinen amyloidikertymä, aiheuttamalta solukuolemalta. 
ASPD:n on todettu olevan hyvin neurotoksinen Aβ aggregaatti ja sen vaikutus välittyy 
ainakin osittain GSK-3β:n aktivoitumisen kautta (Hoshi ym. 2003). Sen ja kollegat 
osoittivat myös, että apoE3 estää synaptisten proteiinien häviämistä, mikä osoittaa 
proteiinin olevan kiinteästi mukana synaptisen toiminnan ylläpitämisessä (Sen ym. 
2012). PKC:n aktivaattorit, kuten bryostatiini 1, suojelivat synapseja ASPD:n toksisilta 
vaikutuksilta, kun taas PKC:n estäjät kumosivat tämän vaikutuksen sekä estivät myös 
apoE3:n suojelevan vaikutuksen. PKCε:n määrä väheni 40 % ASPD-käsitellyissä 
soluissa normaaleihin soluihin verrattuna, mikä saattaa olla merkki PKC:n synteesin 
vähenemisestä. ApoE3:n todettiin myös lisäävän PKCε:n mRNA:n synteesiä ja 
proteiinin ilmentymistä.  Tämän perusteella voidaan olettaa, että apoE3:n ASPD:ltä 
suojeleva vaikutus välittyy PKCε-reitin kautta (Kuva 7). 
5.1.4 Yhteenveto 
Eri PKC-isoentsyymien vaikutukset Alzheimerin taudin patofysiologiaan eivät ole vielä 
tarkasti selvillä. On kuitenkin nähtävissä, että PKCα ja PKCε voisivat hidastaa tai estää 
taudin kulkua, kun taas PKCδ:lla on puolestaan negatiivinen vaikutus. Tulokset 
yksittäisten isoentsyymien kohdalla ovat kuitenkin osin ristiriitaisia. Muita PKC-
isoentsyymejä on tutkittu hyvin vähän tai ei lainkaan Alzheimerin taudin yhteydessä, 
joten niistä saattaa löytyä uusia mahdollisuuksia lääkekehitykseen. 
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Kuva 7. Proteiinikinaasi Cε:n (PKCε) säätely hermosolun suojelussa amylosferoidia 
(ASPD) vastaan (muokattu Sen ym. 2012). ASPD vähentää PKCε:n ilmentymistä ja 
aiheuttaa synapsien surkastumista rotan hippokampuksen hermosoluissa. ASPD myös 
aktivoi glykogeenisyntaasikinaasi-3β:tä (GSK-3β), joka hyperfosforyloi tau-proteiineja, 
ja jonka seurauksena syntyy neurofibrillikimppuja. Apolipoproteiini E3 (ApoE3) 
suojelee hermosoluja aktivoimalla solukalvon LRP-1 –reseptoreja (low density 
lipoprotein receptor-related protein 1) ja lisäämällä PKCε:n mRNA-synteesiä. PKC-
aktivaattorit lisäävät PKCε:n aktiivisuutta. PKCε:n aktivaatio estää GSK-3β:n 
toimintaa, hajottaa β-amyloidia (Aβ) endoteliinia muuntavan entsyymin avulla ja 
osallistuu synapsien korjaamiseen ja uudelleenmuodostumiseen. 
 
 Glykogeenisyntaasikinaasi 3 5.2
GSK-3 on jatkuvasti aktiivinen proteiinikinaasi, joka esiintyy kahtena isoentsyyminä, 
GSK3α ja GSK3β (Jope ja Johnson 2004). Sitä esiintyy laajalti eri aivoalueilla, 
erityisesti hippokampuksessa (Leroy ja Brion 1999). Koska GSK-3 on jatkuvasti 
aktiivinen, sen säätely perustuu aktiivisuuden estämiseen. GSK-3 fosforyloi tau-
proteiinia lähellä mikrotubuluksen sitoutumispaikkaa, mikä estää mikrotubuluksen ja 
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taun välisen interaktion (Hanger ym. 2009). Lisäksi tau-tau -interaktio tapahtuu 
mikrotubuluksen sitoutumispaikassa, joten taun irrallaan olo mikrotubuluksesta 
edesauttaa sen aggregaatiota (Perez ym. 1996). Tutkimus GSK-3:a yliekspressoivilla 
hiirillä osoitti, että GSK-3:n estäminen saattaa estää tau-aggregaattien syntyä (Noble 
ym. 2005).  
β-Amyloidipeptidit aktivoivat epäsuorasti GSK-3 -entsyymiä todennäköisesti Akt-
kinaasireitin kautta (Lee ym. 2009). β-Amyloidipeptidit estävät Akt-kinaasin 
aktiivisuutta, jolloin GSK-3 ei fosforyloidu (Hernandez ym. 2010). Koska fosforylaatio 
aiheuttaa GSK-3:n inaktivaation, GSK-3 pysyy aktiivisena β-amyloidipeptidien 
vaikutuksesta. GSK-3:n estäminen litiumilla puolestaan estää Aβ-peptidien 
muodostumista ja estää näiden peptidien kerääntymistä APP-siirtogeenisten hiirten 
aivoihin (Phiel ym. 2003). 
GSK-3 säätelee Wnt-signaalireittiä, joka on mukana monissa elimistön 
kehitysprosesseissa, kuten gastrulaatiossa, solujen polariteetin synnyssä ja elimien 
kehityksessä (Logan ja Nusse 2004). Aikuisella se huolehtii kudosten tasapainon 
säilyttämisestä ja Wnt-signaalireitin epätasapaino saattaakin aiheuttaa sairauksia, kuten 
syöpää ja Alzheimerin tautia. Kanonisessa Wnt-reitissä viesti kulkee solukalvolta 
tumaan β-kateniinin avulla. Alhainen GSK-3 entsyymiaktiivisuus saa aikaan β-
kateniinin kerääntymisen solulimaan, minkä seurauksena β-kateniini siirtyy tumaan ja 
aktivoi siellä Wnt-kohdegeenejä (Kuva 8). Ei-kanonisessa reitissä viestinvälitykseen ei 
tarvita β-kateniinia tai Wnt-ligandeja.  
Useat tutkimukset ovat havainneet Wnt-signaloinnin yhteyden rappeuttavissa 
aivosairauksissa, kuten Alzheimerin taudissa (Inestrosa ym. 2002). Lisäksi PSEN1-
geenissä olevat mutaatiot näyttävät alentavan β-kateniinin määrää potilaiden aivoissa 
(Zhang ym. 1998). PSEN1 muodostaa normaalitilanteessa kompleksin β-kateniinin 
kanssa, joka stabiloi β-kateniinia ja estää sen hajoamista. Mutaation vaurioittama 
PSEN1 ei kuitenkaan kykene muodostamaan tätä kompleksia, mikä johtaa β-kateniinin 
lisääntyneeseen hajotukseen transgeenisen hiiren aivoissa. Wnt-reitin suora aktivointi 
Wnt-3a-ligandilla suojeli rotan hippokampuksen hermosoluja Aβ:n toksiselta 
vaikutukselta, kuten hermosolujen apoptoosilta (Alvarez ym. 2004). PMA:lla 
aktivoidun PKC:n on todettu estävän Aβ-peptidien neurotoksisia vaikutuksia myös 
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vaikuttamalla estävästi GSK-3β:hen, jolloin β-kateniinia kertyy solulimaan ja tuman 
transkriptiotekijät aktivoituvat (Garrido ym. 2002). Rotan hippokampuksen 
hermosolujen altistuminen Aβ:lle aiheuttaa β-kateniinin määrän vähenemistä, GSK-3 
aktiivisuuden kasvua ja Wnt-kohdegeenien transkription heikkenemistä (Kuva 8) 
(Inestrosa ja Toledo 2008).  
       
Kuva 8. Wnt-signaalireitti ja sen estyminen β-amyloidin (Aβ) aiheuttamana (Inestrosa ja 
Toledo 2008).  Normaalissa signaloinnissa Wnt-ligandi tarttuu Fzd-reseptoriin ja ohjaa 
signaalin Dvl-proteiinille, joka inaktivoi glykogeenisyntaasikinaasi-3β:n (GSK-3β) 
hajotuskompleksissa. Tämä saa aikaan β-kateniinin (β-cat) kerääntymisen solulimaan ja 
siirtymisen tumaan, missä se sitoutuu Tcf/Lef-transkriptiotekijöihin aktivoiden näin 
Wnt-kohdegeenejä. Estetyssä Wnt-signaloinnissa Aβ aiheuttaa häiriöitä Wnt-reittiin, 
minkä seurauksena GSK-3β aktivoituu ja β-kateniini hajotetaan proteasomeissa, jolloin 
transkriptiotekijät eivät aktivoidu. 
 
 Sykliineistä riippuvainen kinaasi 5  5.3
Sykliineistä riippuvainen kinaasi 5 (cyclin-dependent kinase 5) on seriini-
treoniinikinaasi, jonka aktiivisuutta esiintyy pääasiassa hermosoluissa (Hisanaga ja 
Endo 2010). Aivojen kehityksen aikana CDK5 osallistuu muun muassa synapsien 
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muodostukseen ja neuriittien kasvuun. Kypsissä hermosoluissa sen tehtävä on säädellä 
muun muassa synaptista aktiivisuutta. Lisäksi se osallistuu hermosolukuoleman 
säätelyyn rappeuttavissa aivosairauksissa. CDK5 on toinen pääasiallinen kinaasi GSK-
3:n lisäksi, joka fosforyloi tau-proteiinia (Gong ja Igbal 2008). CDK5 vaatii kuitenkin 
aktivoituakseen sitoutumiskumppanin (Ko ym. 2001). Näitä aktivaattoreita on löydetty 
kaksi: p35 ja p39. Tietyt olosuhteet voivat kuitenkin edistää CDK5-aktivaation 
muuttumista (Lee ym. 2000). Tällaisia ovat esimerkiksi oksidatiivinen stressi ja Aβ42-
käsittely. Näiden seurauksena kalsiumia virtaa solun sisään ja kalpaiini, kalsium-
riippuvainen kysteiiniproteaasi, hajottaa p35:n p25:ksi. p25 aiheuttaa pidemmän 
CDK5:n aktivaation ja molekyylikompleksin sijoittumisen kalvorakenteiden sijaan 
solun soomaosaan, mikä saattaa edistää Alzheimerin taudille tyypillisten muutosten 
syntyä. 
Alzheimer-potilailla on ruumiinavauksen yhteydessä todettu suurentunut CDK5-
pitoisuus etuaivokuorella verrattuna terveisiin verrokkihenkilöihin sekä suurentunut 
p25:n määrä aivokuorella ja hippokampuksessa (Lee ym. 1999; Tseng ym. 2002). 
Tutkimus siirtogeenisillä hiirillä, jotka yliekspressoivat p25:ä ja tau-proteiinia osoitti, 
että yliekspressio lisäsi taun hyperfosforylaatiota ja aggregaatiota sekä 
neurofibrillikimppujen muodostumista aivorungossa ja aivokuorella (Noble ym. 2003). 
 Sen lisäksi, että Aβ edistää p35:n hajoamista p25:ksi, CDK5 saattaa myös säädellä 
APP-metaboliaa ja Aβ:n syntyä. p25:n lisääminen SH-SY5Y-solulinjaan aiheutti APP:n 
fosforylaation treoniini668-kohdasta ja lisäsi Aβ:n eritystä (Liu ym. 2003).  Kyseisen 
fosforylaation on todettu muuttavan APP:n konformaatiota, mikä saattaa vaikuttaa sen 
kykyyn sitoutua muihin proteiineihin (Ramelot ja Nicholson 2001).  Tämän perusteella 
CDK5 on osallisena Alzheimerin taudin patofysiologiassa mahdollisesti sekä taun 
hyperfosforylaatiossa että amyloidiplakkien synnyssä sekä hermosolujen kuolemassa 
(Cruz ja Tsai 2004). 
 Ca2+/kalmoduliini-riippuvainen proteiinikinaasi II 5.4
Sen lisäksi, että CaMKII on mukana ikääntymiseen ja muistiin liittyvissä fysiologisissa 
muutoksissa, sen on todettu vaikuttavan myös Alzheimerin taudin syntyyn. β-
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Amyloidioligomeerit estävät CaMKII:n aktivaatiota ja AMPA-reseptoreiden 
fosforylaatiota rotan hippokampuksessa LTP:n yhteydessä ja näin heikentävät muistin 
toimintaa (Zhao ym. 2004). APP-siirtogeenisillä hiirillä CaMKII:n määrä aivojen 
kuorikerroksen hermosoluissa oli vähentynyt, niin kuin myös AMPA-välitteinen 
synapsivaste ja ionivirta (Gu ym. 2009). CaMKII:n toiminnan heikentämisellä oli sama 
vaikutus AMPA-reseptoreiden toimintaan kuin APP-siirtogeenillä. Fosforyloituneen 
CaMKII:n on todettu siirtyvän dendriiteistä hermosolun soomaosaan Alzheimerin tautia 
sairastavien ihmisten hippokampuksessa. Tämä ilmiö voidaan nähdä myös villityypin 
hiirillä ja hippokampuksen primaarihermosoluissa Aβ oligomeerien, mutta ei 
säiemuotoisten kimppujen seurauksena.  
CaMKII saattaa olla mukana myös taun hyperfosforylaatiossa (Yoshimura ym. 2003).  
CaMKII:n on todettu fosforyloivan tau-proteiinia samoista kohdista, jotka ovat 
fosforyloituneet pariutuneissa kierteisissä filamenteissa. Tämä voisi olla merkki siitä, 
että CaMKII vaikuttaa Alzheimerin taudin syntyyn sekä β-amyloidin että 
neurofibrillikimppujen kautta. 
 Muut proteiinikinaasit 5.5
AMP-aktivoidulla proteiinikinaasilla (AMPK) on myös rooli Alzheimerin taudin 
patofysiologiassa (Cai ym. 2012). AMPK:n aktivaation on todettu vähentävän Aβ:n 
muodostumista ja taun fosforylaatiota. Toisaalta taas yliaktivaation on havaittu olevan 
haitallista hermosoluille. Asia vaatii lisää tutkimuksia.  
Taun fosforylaatiossa on mukana myös GSK-3:n ja CDK5:n lisäksi muun muassa 
ERK2, MARK (microtubule affinity-regulating kinase), PKA, p38MAPK ja SAPK/JNK 
(stress-activated C-Jun N-terminal kinase) (Mazanetz ja Fischer 2007). Näitä kinaaseja 
onkin tutkittu mahdollisina lääkeaineiden kohdemolekyyleinä tavoitteena vähentää 





6 PROTEIINIKINAASEIHIN VAIKUTTAVAT YHDISTEET 
POTENTIAALISINA UUSINA HOITOMUOTOINA ALZHEIMERIN TAUTIIN 
 Proteiinikinaasi C:n aktivaattorit 6.1
PKC:n aktivaation on tutkimuksissa todettu suojelevan Alzheimerin taudin 
aiheuttamilta amyloidiplakeilta in vitro ja tällä mekanismilla mahdollisesti suojelevan 
potilaan muistia ja toimintakykyä (Hung ym. 1993; Garrido ym. 2002). Forboliesterit 
aktivoi PKC:ta, mutta niiden on havaittu altistavan kasvainten synnylle (Blumberg 
1988). Suurin osa tällä hetkellä Alzheimer-tutkimuksessa olevista aktivaattoreista 
voidaan luokitella kahteen eri ryhmään: bryostatiinit ja bryologit sekä bentsolaktaamit 
(Yi ym. 2012). Näiden potentiaali α-sekretaasireitin aktivoijina tekee niistä kiinnostavan 
tutkimuskohteen. 
6.1.1 Bryostatiinit ja bryologit 
Bryostatiini-1 on monirenkainen laktoniyhdiste (Kuva 9), joka eristettiin alun perin 
meressä elävästä sammaleläimestä, Bugula neritina, ja jonka todettiin olevan aktiivinen 
rottien imusoluleukemiaa vastaan (Pettit ym. 1982). Kasvainsoluja tappavan 
ominaisuutensa vuoksi yhdistettä on tutkittu laajalti mahdollisena syöpälääkkeenä 
(Mutter ja Wills 2000). On esitetty, että bryostatiini-1:n kasvainsoluja tappava 
ominaisuus tulee esille PKC-isoentsyymien defosforylaatiosta pitkän ja voimakkaan 
aktivaation seurauksena (Stanwell ym. 1994).  Bryostatiini-1 sitoutuu PKC:n C1-osaan 
ja on näin potentiaalinen PKC-aktivaattori Alzheimerin taudin hoidossa 
nanomolaarisella pitoisuusalueella (Sun ja Alkon 2009).  
Bryostatiini-1:n aiheuttama PKC aktivaatio lisäsi sAPP:n eritystä Alzheimer-potilaiden 
fibroblasteissa in vitro (Etcheberrigaray ym. 2004). Bryostatiini-1 lisäsi myös nELAV-
proteiinien määrää SH-SY5Y-soluissa sekä stabiloi GAP-43:a (growth-associated 
protein 43), joka on tunnettu nELAV-proteiinien kohde (Pascale ym. 2005). 
Siirtogeenisillä hiirillä tehty tutkimus osoitti bryostatiini-1 hoidon lievittävän eläinten 
käytösoireita, vähentävän ennenaikaisen kuoleman riskiä sekä aivojen Aβ40:n ja Aβ42:n 
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määrää (Etcheberrigaray ym. 2004). Bryostatiinilla ja α-tokoferolilla (E-vitamiini) 
todettiin lisäksi olevan synergistinen vaikutus oppimiseen ja muistiin rotilla, joille 
annosteltiin molempia yhdisteitä 3 viikon ajan säännöllisesti (Sun ja Alkon 2008).  
Bryostatiini-1 voisi olla potentiaalinen lääkeainekandidaatti Alzheimerin taudin hoitoon 
(Sun ja Alkon 2010). Sen saatavuus on kuitenkin heikko niukkojen luonnonesiintymien 
vuoksi ja sen syntetisoiminen on hankalaa. Tämän vuoksi pyritään kehittelemään 
bryostatiini-1:ä muistuttavia molekyylejä, bryologeja, joiden synteesi olisi helppoa ja 
edullista (Wender ja Reuber 2011). 
Ongelmaksi C1-osaan sitoutuvissa PKC-aktivaattoreissa nousee epäselektiivisyys (Sun 
ja Alkon 2009). Nämä aktivaattorit eivät aktivoi vain tiettyä PKC-isoentsyymiä, mistä 
voi seurata haittavaikutuksia potilaalle. Lisäksi C1-osia löytyy PKC:n lisäksi muistakin 
proteiineista, kuten proteiinikinaasi D:stä sekä diasyyliglyserolikinaaseista β ja γ. 
Tämän vuoksi kiinnostus on herännyt muualle kuin C1-osaan sitoutuvia molekyylejä 
kohtaan.  
6.1.2 Rasvahappojohdannaiset 
DCP-LA (8-[2-(2-pentyyli-syklopropyylimetyyli)-syklopropyyli]-oktaanihappo) on uusi 
linolihappojohdannainen, joka aktivoi selektiivisesti PKCε:a sitoutumalla 
fosfatidyyliseriinin sitoutumispaikkaan (Kanno ym. 2006). Myös muita 
monityydyttymättömien rasvahappojen johdannaisia on tutkittu ja näistä DHA-CP6 ja 
EPA-CP5 olivat hyvin spesifisiä PKCε-aktivaattoreita ja tehokkaita 100 - 1000 kertaa 
pienemmillä pitoisuuksilla kuin DCP-LA (Nelson ym. 2009). DCP-LA:n ja DHA-CP6:n 
Aβ:ta vähentävän vaikutuksen todettiin välittyvän ennen kaikkea ECE-entsyymien 
aktivaation seurauksena. ECE:t eivät kuitenkaan sisällä rakenteessaan PKC:n kaltaista 
fosfatidyyliseriinin sitoutumispaikkaa, minkä vuoksi ECE-entsyymien aktivaatio 




Bentsolaktaamit ovat PKC:n C1-osaan sitoutuvia synteettisiä molekyylejä, jotka lisäävät 
sAPP:n eritystä soluviljelmässä (Kozikowski ym. 2003). Paljon tutkitun 
bentsolaktaamijohdannaisen, (2S,5S)-(E,E)-8-(5-(4-(trifluorometyyli)fenyyli)-2,4-pen-
tadienoyyliamino)bentsolaktaamin (TPPB), on todettu lisäävän α-sekretaasin 
aktiivisuutta ja sAPP:n eritystä sekä vähentävän β-sekretaasin aktiivisuutta ja Aβ40:n 
vapautumista soluviljelmässä (Kuva 9) (Yang ym. 2007). TPPB:llä on tutkimusten 
mukaan myös hermosoluja suojeleva vaikutus, sillä 1µM TPPB:n annostelu PC12-
soluille ennen Aβ-käsittelyä lisäsi solujen elinkykyisyyttä ja suojeli soluja 
muodonmuutoksilta verrattuna pelkkään Aβ-käsittelyyn (Yang ym. 2012). Verrattaessa 
bryostatiini-1:n ja TPPB:n tehoa α-sekretaasin aktivoimisessa, huomattiin bryostatiini-
1:n synnyttävän nopeamman, voimakkaamman ja kestävämmän α-sekretaasin 
aktivaation kuin TPPB (Yi ym. 2012). Samassa kokeessa bryostatiinin havaittiin lisäksi 
aktivoivan selektiivisesti PKCδ:aa ja PKCε:a, mitä ei voitu nähdä TPPB-käsittelyn 
yhteydessä, sillä TPPB aktivoi ainoastaan PKCα:aa nanomolaarisella pitoisuusalueella.  
Tietyt bentsolaktaamit vaikuttavat PKC-aktivaation lisäksi myös estämällä 
histonideasetylaasin (HDAC) toimintaa ja vaikutus kahteen eri järjestelmään saadaan 
esille myös samalla pitoisuusalueella (Kozikowski ym. 2009). HDAC estää 
transkriptiota tekemällä kromatiinista tiivistä, joten sen estäminen edistää geenien 
toimintaa. HDAC:n eston on todettu parantavan oppimiskäyttäytymistä ja pitkäkestoista 
muistia etuaivojen rappeumasta kärsivillä hiirillä (Fischer ym. 2007). Näillä yhdisteillä 






Kuva 9. Bryostatiini-1:n ja TPPB:n rakennekaavat (Yang ym. 2007; DeChristopher ym. 
2012). 
 Glykogeenisyntaasikinaasi 3:n estäjät 6.2
GSK-3β:n estäjät ovat potentiaalisia Alzheimerin taudin lääkkeitä, sillä ne voivat hillitä 
taun hyperfosforylaatiota ja Aβ:n aiheuttamaa neurotoksisuutta (Martinez ym. 2011). 
Litium on yksi varhaisimmista GSK-3:n estäjistä (Klein ja Melton 1996). Lääke on tällä 
hetkellä kliinisessä käytössä kaksisuuntaisen mielialahäiriön hoidossa (Käypä hoito 
2008). Litium estää taun fosforylaatiota viljellyissä hermosoluissa ja rotan aivoissa in 
vivo sekä suojelee hermosoluja Aβ:n aiheuttamalta solukuolemalta (Munoz-Montano 
ym. 1997; Alvarez ym. 1999). Litium estää myös Aβ peptidien tuotantoa puuttumalla 
APP:n prosessointiin ja estää näiden peptidien kerääntymistä APP:ta yliekspressoivien 
hiirten aivoihin (Phiel ym. 2003). Litium estää eläinmallilla tau-aggregaattien syntyä, 
jos sitä annostellaan taudin varhaisvaiheessa (Engel ym. 2006). Se ei kuitenkaan pysty 
hävittämään jo syntyneitä aggregaatteja taudin myöhäisemmässä vaiheessa 
annosteltuna. Litium ei kuitenkaan ole selektiivinen GSK-3:n estäjä, vaan sillä on 
vaikutusta myös muihin entsyymeihin (Avila ym. 2010). Tämän vuoksi on pyritty 
kehittämään spesifisempiä GSK-3:n estäjiä.  
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Suuri osa uusista GSK-3:n estäjistä kilpailee ATP:n sitoutumispaikasta, kuten 
indirubiinit (Martinez ym. 2011). Kaikki proteiinikinaasit sisältävät kuitenkin 
rakenteeltaan samankaltaisen ATP:n sitoutumispaikan, mikä aiheuttaa ongelmia 
selektiivisyydessä. Siksi potentiaalisimpina pidetäänkin nykyään molekyylejä, jotka 
eivät kilpaile ATP:n sitoutumispaikasta. Ensimmäinen tällainen molekyyliryhmä oli 
tiadiatsolidinonit (TDZD), jonka edustaja tideglusibi on jo edennyt faasin II kliinisiin 
kokeisiin. (Martinez ym. 2002; Del Ser ym. 2013). Faasi IIa:n perusteella tideglusibi on 
hyvin siedetty ja sillä on positiivinen vaikutus muun muassa MMSE-pisteisiin. 
Uusimpana ryhmänä TDZD:n rinnalle on löydetty bentsotiatsepinonit (BTZ), jotka eivät 
myöskään kilpaile ATP:n sitoutumispaikasta (Zhang ym. 2012). Muutamia vuosia sitten 
löydettiin indonesialaisesta merisienieläimestä uusi yhdisteryhmä, rengasrakenteiset 
mantsamiinit, jotka toimivat GSK-3:n estäjinä (Rao ym. 2006). 
Diabeteslääkkeenä käytetyn rosiglitatsonin osoitettiin vähentävän Aβ-aggregaatteja ja 
oligomeerejä sekä avaruudellisen muistin heikentymistä Alzheimerin taudin 
hiirimallissa (Toledo ja Inestrosa 2010). Vaikutus välittyi mahdollisesti Wnt-reitin 
aktivoitumisen kautta, jolloin myös GSK-3:n toiminta estyi. Ihmisillä rosiglitatsonilla ei 
ole kuitenkaan ollut positiivista vaikutusta tiedonkäsittelyyn ja muistiin (Miller ym. 
2011). 
Alzheimerin taudin hoitoon on myös kokeiltu yhdistelmämolekyyliä (IBU-PO), joka 
sisältää ibuprofeenia ja asetyylikoliiniesteraasin estäjää, oktyyli-pyridostigmiiniä. Tämä 
molekyyli estää GSK-3:a ja lisää β-kateniinin määrää viljellyissä hermosoluissa sekä 
lisää sAPP:n ja vähentää Aβ:n eritystä (Farias ym. 2005). Lisätutkimuksia aiheesta ei 
kuitenkaan ole vielä tehty. 
 Sykliineistä riippuvaisen kinaasi 5:n estäjät 6.3
Viime vuosina on kehitetty useita eri ryhmiä CDK5-estäjiä, joista suurin osa kilpailee 
ATP:n sitoutumispaikasta: muun muassa indirubiinit, purvalanolit ja roskovitiini (Lau 
ym. 2002). Tämä tekee molekyyleistä kuitenkin ei-selektiivisiä, sillä samanlainen 
sitoutumispaikka löytyy monista muistakin sykliineistä riippuvaisista kinaaseista ja 
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GSK-3:sta.  Toisaalta entsyymin estäjää suunniteltaessa on myös huomioitava, että 
CDK5 aktiivisuus on tärkeää hermosolujen normaalille toiminnalle. 
Roskovitiini on ei-selektiivinen CDK5-estäjä, jonka on todettu estävän taun 
hyperfosforylaatiota hippokampuksessa transgeenisessä Alzheimerin taudin 
hiirimallissa sekä iskeemisillä rotilla (Meijer ym. 1997; Kitazawa ym. 2005; Wen ym. 
2007). Erektiolääkkeenäkin tunnettu sildenafiili saattaisi myös olla potentiaalinen uusi 
lääkeainekandidaatti Alzheimerin taudin hoitoon (Cuadrado-Tejedor ym. 2011). Se 
vähensi CDK5:n sekä GSK-3:n aktiivisuutta ja taun hyperfosforylaatiota siirtogeenisten 
hiirten hippokampuksessa. Sillä oli lisäksi merkittävä myönteinen vaikutus koe-eläinten 
muistin toimintaan. Sildenafiililla ei kuitenkaan pystytty vaikuttamaan β-amyloidin 
määrään aivoissa. Myös valproaatin on todettu vähentävän sekä CDK5:n että GSK-3:n 
aktiivisuutta transgeenisillä hiirillä ja vähentävän myös taun fosforylaatiota (Hu ym. 
2011). 
CIP (CDK5 inhibitory peptide) on p35:stä johdettu peptidi, joka estää CDK5/p25-
kompleksin aktiivisuutta ja sen aiheuttamaa taun fosforylaatiota transfektoiduissa 
HEK293-soluissa (Zheng ym. 2002). Myöhemmin sama vaikutus on tullut esille 
aivokuoren hermosoluilla in vitro, jolloin CIP esti myös Aβ42 aiheuttamaa apoptoosia 
(Zheng ym. 2005). CIP ei kuitenkaan vaikuttanut normaaliin CDK5/p35-kompleksiin tai 
muihin sykliineistä riippuvaisiin kinaaseihin, mikä on suuri etu ajatellen mahdollista 
lääkekäyttöä. CIP:n yliekspressio hiirillä sai aikaan tau- ja amyloidimuutosten sekä 
tulehdusreaktion vähenemisen, minkä seurauksena hiirten muisti kohentui (Sundaram 
ym. 2013).  
Uutena lähtökohtana Alzheimerin taudin lääkekehityksessä on tuottaa molekyylejä, 
jotka vaikuttavat tarkoituksellisesti useampaan eri kohdemolekyyliin. Tällaisia ovat 
dihydroksi-1-aza-9-oksafuoreneesit, jotka estävät taun fosforylaation kannalta oleellisia 
kinaaseja: CDK1, GSK-3 ja CDK5/p25 (Tell ym. 2012). Näiden on todettu vähentävän 
taun fosforylaatiota N2A-neuroblastoomasoluissa, mutta ne eivät ole soluille toksisia. 
Molekyylejä on seuraavaksi tarkoitus testata eläinkokeissa. 
Tutkimuksissa on kuitenkin tullut esille, että CDK5:n esto saattaa lisätä β-
sekretaasientsyymin (BACE 1) määrää (Sadleir ja Vassar 2012). Toisessa tutkimuksessa 
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CDK5:n eston huomattiin aiheuttavan GSK-3:n aktivaatiota (Wen ym. 2008). Onkin 
siten tärkeää tutkia tarkemmin, kuinka yhden kinaasin esto todellisuudessa vaikuttaa 
muihin taudin kannalta oleellisiin entsyymeihin.  
 Raf-ERK1/2-signaalireitin estäjät 6.4
Raf-kinaasit ovat proteiinikinaasiperhe, joka koostuu kolmesta ryhmästä: A-Raf, B-Raf 
ja cRaf-1. cRaf-1:n on todettu olevan yliaktivoitunut Alzheimer–potilailla (Mei ym. 
2006). cRaf-1:n yliaktivaatio saattaa johtua proteiinin luontaisten estäjien vähyydestä, 
kuten RKIP (Raf-kinase inhibitory protein), jonka prekursoriproteiinin määrä oli 
vähentynyt AD-siirtogeenisillä hiirillä (George ym. 2006). RKIP:n määrän 
väheneminen korreloi myös kertyneen Aβ:n määrään. cRaf-1 saattaa aiheuttaa 
Alzheimerin taudin muutoksia aktivoimalla tulehdusta välittävää tumatekijä κB:aa 
(NFκB), joka stimuloi muun muassa tuumorinekroositekijä-α:n (TNF-α), APP:n ja β-
sekretaasin ilmentymistä, mikä saattaa altistaa aivot tulehdusreaktiolle ja 
amyloidiplakkien synnylle (Burgess ja Echeverria 2010).  
Sorafenibi (Nexavar®) on voimakas Raf-estäjä, joka on tällä hetkellä hyväksytty 
tiettyjen harvinaisten syöpämuotojen hoitoon (Echeverria ym. 2009). Krooninen 
sorafenibiannostelu aiheutti cRaf-1:n ja NFκB:n toiminnan heikentymisen APP-
siirtogeenisen hiiren aivoissa sekä PKA:n ja CREB:n fosforylaation lisääntymisen. 
Sorafenibillä hoidettujen APP-siirtogeenisten hiirien työmuisti myös toimi testien 
mukaan yhtä hyvin kuin villityypin hiirten työmuisti. Lisäksi cRaf-1:n esto GW5074:lla 
suojeli viljeltyjä hermosoluja Aβ:n aiheuttamalta toksisuudelta estämällä NFκB:n 
toimintaa (Echeverria ym. 2008). 
Kofeiinilla on myös vaikutusta cRaf-1:n toimintaan, sillä vanhoille APP-siirtogeenisille 
hiirille annosteltu päivittäinen kofeiini korjasi yliaktiivisen cRaf-1:n ilmentymisen ja 
vaikutti todennäköisesti β-sekretaasin kautta Aβ:n määrän vähenemiseen aivoissa 
(Arendash ym. 2009). Näiden eläinten työmuistin toiminta palasi myös samanikäisten 
villityypin hiirten tasolle. Toinen havaittu kofeiinin vaikutus oli GSK-3:n aktiivisuuden 
heikkeneminen in vitro. 
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ERK1/2:n fosforylaatio lisääntyy merkittävästi ainakin Aβ42-käsittelyn jälkeen 
aivokuoren hermosoluissa ja PC12-soluissa (Modi ym. 2012). ERK1/2:n estämisen on 
todettu vähentävän hippokampuksen hermosolujen apoptoosia ja sitä kautta suojelevan 
hermosoluja Aβ:n toksisilta vaikutuksilta (Ashabi ym. 2013). MEK-estäjää, U0126, 
annosteltiin aivokammioihin ennen Aβ-injektiota ja sen todettiin vähentävän muun 
muassa apoptoosimerkkiaineiden määrää. Toisessa tutkimuksessa samaa ERK1/2:n 
estäjää annosteltiin vatsaontelonsisäisesti siirtogeenisille hiirille (Jin ym. 2012). Hoidon 
tuloksena hiirten muistin huonontuminen lieventyi ja Aβ:n muodostuminen estyi. Aβ:n 
muodostumisen estyminen johtui β-sekretaasin ja APP:n ilmentymisen vähentymisestä 
U0126-käsiteltyjen siirtogeenisten hiirten aivoissa. Alzheimerin taudin yhteydessä 
todettu muistin heikentyminen ja Aβ:n kerääntyminen saattaa siten osittain johtua 
ERK1/2-signaalireitin toiminnan muutoksista. 
 Ca2+/kalmoduliini-riippuvaisen proteiinikinaasi II:n aktivaatio 6.5
CaMKII:n aktivoimikseksi on löydetty erilaisia molekyylejä, jotka eivät kuitenkaan 
vaikuta suoraan CaMKII-entsyymiin. Nefirasetaami on nootropiini eli älylääke, jonka 
vaikutusta on tutkittu Alzheimerin taudin hoidossa (Moriguchi 2011). Nefirasetaami 
tehosti LTP:tä rotan hippokampuksessa aktivoimalla CaMKII:a, mikä lisäsi sekä 
AMPA-reseptoreiden että PKCα:n aktivaatiota (Moriguchi ym. 2008). Galantamiini, 
tunnettu asetyylikoliiniesteraasin estäjä, tehosti LTP:tä aktivoimalla CaMKII:a ja 




Alzheimerin tauti on yleinen neurodegeneratiivinen, dementiaa aiheuttava sairaus, joka 
aiheuttaa potilaalle muistin toimintojen ja tiedonkäsittelyn heikkenemistä sekä 
käytösoireita. Aivoissa näkyvinä muutoksina voidaan havaita solunulkoiset, β-
amyloidiproteiinista koostuvat amyloidiplakit ja solunsisäiset, hyperfosforyloituneesta 
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tau-proteiinista koostuvat neurofibrillikimput. Alzheimerin taudin syntyyn vaikuttavat 
mekanismit tunnetaan kuitenkin vielä puutteellisesti. 
Aivojen proteiinikinaaseilla on tärkeä rooli sekä ikääntymisessä ja muistissa että 
Alzheimerin taudin patofysiologiassa. Muun muassa PKC:n, CaMKII:n ja ERK-
signaalireitin toiminta heikentyy ikääntyneillä. Tällä on suora vaikutus muistin 
toimintaan, sillä kaikki nämä proteiinikinaasit osallistuvat muistijäljen muodostamiseen. 
PKC:n toiminta on heikentynyt Alzheimerin taudissa, mikä edesauttaa Aβ:n ja 
hyperfosforyloidun taun muodostumista. Lisäksi Aβ itsessään heikentää PKC:n 
toimintaa. Eri PKC-isoentsyymeillä voi kuitenkin olla jopa vastakkainen vaikutus Aβ:n 
muodostumiseen. GSK-3 on pääasiallinen tauta fosforyloiva entsyymi ja Aβ lisää GSK-
3:n aktiivisuutta entisestään. Lisäksi GSK-3:n aktivaatio saa aikaan Wnt-signaloinnin 
heikentymistä. β-Amyloidioligomeerit häiritsevät myös CaMKII:n toimintaa ja sitä 
kautta heikentävät LTP:n aloitusta ja muistin toimintaa. 
Alzheimerin tautiin ei tällä hetkellä ole parantavaa tai taudin kulkua hidastavaa 
lääkehoitoa, sillä nykyiset lääkkeet lievittävät vain hetkellisesti taudin oireita. 
Proteiinikinaaseihin kohdistetut uudet lääkeainemolekyylit saattaisivat vaikuttaa myös 
taudin kulkuun, esimerkiksi vähentämällä Aβ:n muodostumista. Kehitteillä on 
esimerkiksi PKC:n aktivaattoreita sekä GSK-3:n, CDK5:n, Raf:n ja ERK1/2:n estäjiä. 






















PROTEIINIKINAASI C:HEN SITOUTUVIEN ISOFTALAATTIJOHDANNAISTEN 
VAIKUTUS ALZHEIMERIN TAUDIN SIGNAALIREITTEIHIN SEKÄ SOLUJEN 











PKC:n aktivaatio on yksi uusista mahdollisuuksista Alzheimerin taudin hoidossa. Sen 
on todettu suojelevan hermosoluja toksisilta amyloidiplakeilta ja neurofibrillikimpuilta, 
mikä saattaisi hidastaa tai estää Alzheimerin taudin etenemistä (Sun ja Alkon 2010). 
PKC:n C1-osaan kiinnittyviä molekyylejä on löydetty paljon luonnosta, kuten 
bryostatiinit, ja näillä onkin todettu olevan tehoa aivojen Aβ:n määrän vähentämisessä 
(Etcheberrigaray ym. 2004). Näitä molekyylejä on kuitenkin hankala syntetisoida 
monimutkaisen kemiallisen rakenteen vuoksi.  Dialkyyli 5-(hydroksimetyyli)isoftalaatit 
(esimerkiksi HMI-1a3 ja HMI-1b11) ovat uusia potentiaalisia PKC:n C1-osaan 
sitoutuvia yhdisteitä, joita on helppo syntetisoida (Boije af Gennas ym. 2009). Niiden 
on tutkimuksissa todettu syrjäyttävän radioaktiivisesti leimattua forboliesteriä 
([
3H]PDBu) PKCα:sta ja PKCδ:sta Ki-arvoilla 200 - 900 nM. Tämän vuoksi yhdisteiden 
vaikutusta tutkitaan Alzheimerin taudille tyypillisten solujen viestinvälitysketjujen 
kulkuun.  
Pavian yliopiston tekemien tutkimusten mukaan HMI-1b11 aiheuttaa PKCα:n 
translokaatiota SH-SY5Y-soluissa, mikä on merkki sen aktivoitumisesta (Talman ym., 
käsikirjoitus). Tämän perusteella Helsingin yliopistossa suoritetuissa geeniekspressio-
kokeissa havaittiin, että 1071 geenin ekspressio muuttui merkittävästi HMI-1b11-
altistuksen seurauksena SH-SY5Y-soluissa. Muutoksia todettiin muun muassa ERK1/2-
kaskadiin, Ras-signaalireittiin ja Wnt-signaalireittiin sekä proteiinikinaasien 
aktiivisuuteen yhdistetyissä geeneissä. HeLa–soluissa sama käsittely sai aikaan 304 
geenin ekspression merkittävän muutoksen, mikä viittaa solulinjakohtaisiin eroihin 
signaalireiteissä.  
On esitetty, että lääkeaineella, joka sekä estäisi solusykliä että aktivoisi Wnt-
signaalireittiä, olisi potentiaalia Alzheimerin taudin hoidossa (Caricasole ym. 2003). 
Isoftalaattijohdannaisten on aikaisemmin osoitettu aiheuttavan solusyklin pysähtymisen 
HeLa-soluissa, mikä saattaisi viitata samaan vaikutukseen myös SH-SY5Y-soluissa 
(Talman ym. 2011).  
Yllä olevien tulosten perusteella asetimme tämän tutkimuksen tarkoitukseksi selvittää 
PKC:n C1-osaan sitoutuvien isoftalaattijohdannaisten, erityisesti HMI-1b11:n, 
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vaikutusta SH-SY5Y-solujen jakautumiseen ja morfologiaan reaaliaikaisella solujen 
kuvantamisella (Cell-IQ
®
) sekä Alzheimerin tautiin liittyviin Wnt-, ERK1/2- ja PKC-
signaalireitteihin Western blot -menetelmällä. Tutkimuksen perimmäisenä tarkoituksena 
oli arvioida isoftalaattien potentiaalia Alzheimerin tautiin liittyvässä lääkekehityksessä 




Soluviljelyyn käytettiin kaupallista SH-SY5Y-solulinjaa (ATCC, Manassas, VA USA), 
joka on johdettu 1970-luvulla eristetystä SK-N-SH-primaarisolulinjasta. SK-N-SH-
solulinja on perustettu 4-vuotiaan tytön perifeerisen hermosolukasvaimen 
(neuroblastooman) selkäytimen etäpesäkkeestä otetusta koepalasta (Biedler ym. 1973). 
SH-SY5Y-solulinja on paljon käytetty Alzheimer-tutkimuksessa, sillä se säilyttää 
hermosolujen ominaisuudet ja sisältää täydellisen APP-prosessointikoneiston (Canet-
Aviles ym. 2002). 
2.2 Tutkittavat yhdisteet ja muut käytetyt kemikaalit 
Kaikki muut reagenssit ja kemikaalit olivat kaupallisesti saatavilla, paitsi dialkyyli 5-
(hydroksimetyyli)isoftalaatit HMI-1b11 ja HMI-1a3 ja negatiivisena kontrollina 
käytetty MI-40 sekä uusi isoftalaattijohdannainen PT1_052_2, jotka syntetisoitiin 
Farmaseuttisen kemian osastolla, Helsingin yliopiston Farmasian tiedekunnassa. MI-
40:n oletettiin olevan inaktiivinen rakenteesta puuttuvan hydroksyyliryhmän vuoksi. 
Tutkittavien yhdisteiden rakenteet on esitetty kuvassa 1. Forboli 12-myristaatti-13-
asetaatti (PMA), Bradford-reagenssi, fosfatidyyli-L-seriini (PS) ja Tween-20 ostettiin 
Sigma-Aldrichilta (Steinheim, Saksa). Soluviljelyssä käytetyt liuokset ostettiin Gibco 
life technologiesilta (Paisley, UK). Bisinkoniinihappo (BCA) 
proteiinimääritysreagenssit (BCA Protein Assay Kit) ja ECL-reagenssit (SuperSignal-
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West-Pico-Chemiluminescent-Substrate-Kit) ostettiin Pierceltä (Thermo Fisher 
Scientific Inc., Rockford, IL, USA). Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidi-
geelielektroforeesin (SDS-PAGE) markkerina käytettiin Precision Plus Protein 






tilaustyönä Amersham Radiolabeling Servicellä (GE Healthcare, Little Chalfont, UK).  
Proteaasiestäjät (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets) ja fosfataasiestäjät 
(PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets) ostettiin Rochelta (Mannheim, 
Saksa). Käytetyt primaari- ja sekundaarivasta-aineet on esitetty taulukossa 1.  
Taulukko 1. Western blot -menetelmässä ja immunofluoresenssivärjäysissä käytetyt 
primaari- ja sekundaarivasta-aineet. WB, Western blot; IF, immunofluoresenssi. 




anti-PKCα Santa cruz biotechnology inc. -8393 WB, IF 1:1000, 
1:50 
anti-PKCβ1  Santa cruz biotechnology inc. -8049 WB 1:1000 
anti-PKCβ2 Santa cruz biotechnology inc.-13149 WB 1:1000 
anti-PKCδ Santa cruz biotechnology inc. -937 WB 1:1000 
anti-PKCε BD Biosciences 610086 WB 1:1000 
anti-PKCγ Santa cruz biotechnology inc. -211 WB 1:1000 
anti-MRCKα Santa cruz biotechnology inc. -48833 WB 1:1000 
anti-β-kateniini Abcam plc 16051 WB, IF 1:4000, 
1:50 
anti-α-synukleiini   Abcam plc 52168 WB 1:1000  
anti-GAP-43  Santa cruz biotechnology inc. -17790 WB 1:200  
anti-pERK1/2 Cell Signaling Technology 9101 WB 1:1000 
anti-ERK 1  Santa cruz biotechnology inc. -94 WB 1:2000 
anti-GAPDH Santa cruz biotechnology inc. -47724 WB 1:2000 
anti-MHC 2B Covance inc.  PRB-445P WB 1:1000 
goat anti-rabbit IgG 
FITC-konjugoitu 




Thermo scientific 31610 IF 1:200 
anti-rabbit IgG HRP-
konjugoitu 
Cell Signaling Technology 7074 WB 1:2000 
anti-mouse IgG 
HRP-konjugoitu 






Kuva 1. Tutkittavien yhdisteiden (HMI-1b11, HMI-1a3 ja PT1_052_2) ja negatiivisen 
kontrollin (MI-40) rakennekaavat sekä molekyylimassat. 
 
3 MENETELMÄT 
3.1 Kilpaileva sitoutuminen 
Sitoutumiskokeissa PKC-proteiinin (PKCα, PKCδ) lähteenä käytettiin hyönteissoluissa 
(Sf9) tuotettua rekombinanttiproteiinia, josta oli valmistettu solupelletti. 
Sitoutumiskokeita varten solupelletti suspensoitiin lyysispuskuriin, joka sisälsi 25 mM 
Tris-HCl:a, 0,5 mM EDTA:a, 0,1 % Triton X-100:a ja proteaasi-estäjiä valmistajan 
ohjeen mukaan. Suspensiota inkuboitiin jäillä 30 minuuttia, minkä jälkeen sitä 
sentrifugoitiin 16000 g:n voimalla +4 °C:ssa 15 minuutin ajan, ja sen jälkeen 
supernatantista määritettiin proteiinipitoisuus Bradfordin menetelmää käyttäen 
(Bradford 1976). 
Kokeen tarkoituksena oli aikaansaada kilpaileva sitoutuminen kohdeproteiinin (PKC) 
C1-osaan tutkittavan yhdisteen ja leimatun forboliesterin välille. Sitoutumiskokeet 
suoritettiin 96-suodatinkuoppalevyillä (Millipore, Bedford, MA, USA). Kaivoihin 
lisättiin 20 µg proteiinia/kaivo ja tutkittavaa yhdistettä eri pitoisuuksilla triplikaatteina 
sekä reaktiopuskuria, joka sisälsi leimattua forboliesteriä ([
3
H]PDBu), PS:ä, 50 mM 
Tris-HCl:a, 100 µM CaCl2:a, 25 mM MgCl2:a ja 1 mg/ml γ-globuliinia 125 µl:n 
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reaktiotilavuudessa. Levyä inkuboitiin 10 minuuttia ravistelijassa, minkä jälkeen reaktio 
lopetettiin saostamalla proteiinit lisäämällä levylle 125 µl 20 % polyetyleeniglykolia 
(PEG). Lopuksi kaivot pestiin 6 kertaa 200 µl:lla pesupuskuria, joka sisälsi 20 mM Tris-
HCl:a, 100 µM CaCl2:a ja 5 mM MgCl2:a, jonka jälkeen levyt kuivattiin. Kuivuneelle 
levylle pipetoitiin Optiphase SuperMix tuikenestettä 25 µl/kaivo (PerkinElmer, 
Groningen, Alankomaat), jonka jälkeen radioaktiivisuus mitattiin Wallac Microbeta 
Trilux tuikelaskimella (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Tulokset laskettiin 
prosentteina kontrollista (DMSO) kolmen (PKCα) tai kahden (PKCδ) riippumattoman 
kokeen keskiarvoina. 
3.2 Soluviljely 
SH-SY5Y-soluja viljeltiin soluviljelyinkubaattorissa (37 °C, 5 % CO2, kyllästetty 
ilmankosteus) 75 cm
2
 kasvatuspulloissa ja jaettiin noin 2 kertaa viikossa. 
Elatusliuoksena käytettiin kaupallista DMEM/Ham’s F21-elatusliuosta (Dulbecco’s 
modified eagle medium), johon oli lisätty 15 % lämpöinaktivoitua sikiövasikan 
seerumia (FBS, fetal bovine serum), 1 % ei-välttämättömiä aminohappoja, 100 IU/ml 
penisilliiniä ja 100 µg/ml streptomysiiniä. 
3.3 Western blot 
Solut altistettiin ennen näytteen valmistamista 6-kuoppalevyillä tai 6 cm:n maljoilla 
tutkittaville yhdisteille, kun kasvatusalustat olivat noin 80 % konfluentteja. Näytteet 
Western blot -menetelmää varten valmistettiin altistetuista soluista, joista tehtiin 
kokosoluhomogenaatti tai liukoinen fraktio. Kokosoluhomogenaatit valmistettiin 
käyttämällä lyysispuskuria, joka sisälsi 1 % SDS ja 10 mM Tris-HCl (pH 7,5). 
Liukoisen fraktion lyysispuskuri sisälsi 20 mM Tris-HCl pH 7,4; 0,1 % Triton X-100; 2 
mM EDTA ja 10 mM EGTA, sekä proteaasi- ja fosfataasiestäjiä, jotka lisättiin 
valmistajan ohjeen mukaan juuri ennen käyttöä. 
Näytteistä määritettiin proteiinipitoisuus käyttäen BCA-menetelmää reagenssisarjan 
valmistajan ohjeen mukaan (Smith ym. 1985). Menetelmä perustuu proteiinien 
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pelkistämien kupari-ionien kelatoitumiseen bisinkoniinihapon kanssa, jolloin syntyy 
intensiivinen violetti väri, joka absorboi valoa aallonpituudella 550 nm. Solu-uutteet 
laimennettiin Western blot -menetelmää varten Laemmlin näytepuskuriin valittuun 
proteiinipitoisuuteen.  
Proteiinit eroteltiin käyttäen SDS-PAGE-menetelmää, jossa proteiinit erotetaan 
sähkövirran avulla kokonsa perusteella. Ajopuskuri sisälsi 25 mM Tris-HCl:a, 192 mM 
glysiiniä ja 0,1 % SDS:a. Geelit koostuivat akryyliamidin suhteen 5 % 
konsentrointigeelistä ja 10 % tai 15 % erottamisgeelistä tutkittavasta proteiinista 
riippuen. 
Erotellut proteiinit siirrettiin nitroselluloosakalvoille sähkövirran avulla 100 V 
jännitteellä 1 tunnin ajan. Siirtopuskuri sisälsi 25 mM Tris-HCl:a, 192 mM glysiiniä, 
0,1 % SDS:a ja 20 % metanolia. Siirron jälkeen kalvoista pestiin metanoli pois 
TTBS:llä 5 minuutin ajan (0,1 % Tween-20 tris-puskuroidussa keittosuolaliuoksessa), 
jonka jälkeen niitä inkuboitiin käytettävästä vasta-aineesta riippuen 5 % maito-
TTBS:ssä tai 5 % BSA-TTBS:ssä (bovine serum albumin) 1-1,5 tunnin ajan, jotta vasta-
aineiden epäspesifinen sitoutuminen seuraavassa vaiheessa saataisiin estettyä. 
Kalvoja inkuboitiin primaarivasta-aineessa 5 % maito-TTBS:ssä tai 5 % BSA-TTBS:ssä 
4 °C yön yli. Ennen sekundaarivasta-ainekäsittelyjä kalvoja pestiin TTBS:llä noin 30 
minuuttia ylimääräisen primaarivasta-aineen poistamiseksi. Kalvoja inkuboitiin tunnin 
ajan piparjuuriperoksidaasikonjugoidussa sekundaarivasta-aineessa, jonka jälkeen 
kalvoja pestiin 35 minuutin ajan TTBS:llä ja kuvattiin käyttäen hyväksi 
kemiluminesenssiin perustuvaa havainnointia GeneGnome-laitteen (Syngene, 
Cambridge, UK) avulla. Ennen kuvausta kalvoja inkuboitiin ECL-reagenssissa 
(enhanced chemiluminescence). GAPDH ja αMHC 2B toimivat kontrolleina, joiden 
avulla varmistettiin joka kaivon yhteneväinen proteiinipitoisuus. Kuvat analysoitiin ja 
kvantitoitiin käyttäen Image J -ohjelmistoa.  
3.4 Solujen lukumäärän ja morfologian tutkiminen 
SH-SY5Y-solut siirrettiin 48-kuoppalevyille (Nunc
®
, Thermo Fisher Scientific Inc., 
Rockford, IL, USA) päivää ennen koetta 7500 solua/kuoppa ja altistettiin tutkittaville 
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yhdisteille ennen kuvauksen alkua. Kuvat otettiin automaattisesti 
faasikontrastimikroskooppiin yhdistetyllä kameralla Cell-IQ
®
-laitteistolla (CM 
Technologies Oy, Tampere) soluviljelyolosuhteissa (katso 3.1.) tunnin välein neljästä 
eri kuopan kohdasta 72 tunnin ajan. SH-SY5Y-solujen lukumäärän ja neuriittien 
pituuden tunnistusta varten rakennettiin protokolla Cell-IQ Analyser
®
-ohjelmaa 
hyväksikäyttäen. Ohjelma opetettiin tunnistamaan erityyppiset solut keräämällä 
mallikirjastot eri vaiheissa olevista soluista. Protokollaa testattiin useita kertoja 
mallikuvilla ja solujen tunnistusta optimoitiin tulosten perusteella säätämällä neljää eri 
parametriä, jotta tunnistukset olisivat mahdollisimman tarkkoja. Kolme tutkijaa analysoi 
mallikuvat myös visuaalisesti, jotta voitiin varmistua protokollan tarkkuudesta. 
Protokollan valmistuttua ohjelma luokitteli solut kuolleisiin, jakautuviin ja eläviin sekä 
laski neuriittien pituudet. Luotiin myös luokka vääriä taustan tunnistuksia varten.  
Analyysitulokset käsiteltiin Microsoft Excelissä kolmessa eri vaiheessa. Ensin solujen 
kokonaismäärästä vähennettiin taustan väärät tunnistukset. Toisessa vaiheessa solujen 
kokonaismäärä normalisoitiin saman kuvasarjan ensimmäisen kuvan kokonaismäärän 
kanssa, jonka jälkeen laskettiin kuolleiden, jakautuvien ja elävien solujen 
prosenttiosuudet solujen kokonaismäärästä. Lisäksi neuriittien pituudet suhteutettiin 
solujen kokonaismäärään eli laskettiin neuriittien keskimääräinen pituus/solu. 
3.5 Immunofluoresenssivärjäys 
Immunofluoresenssivärjäystä varten SH-SY5Y-solut jaettiin 12-kuoppalevylle 
peitinlasien päälle (150000 solua/kaivo) ja altistettiin seuraavana päivänä 30 minuutin, 3 
tunnin ja 8 tunnin käsittelyille 10 µM:lla isoftalaattijohdannaisilla, 100 nM PMA:lla ja 
DMSO:lla. Altistuksen jälkeen solut pestiin fosfaattipuskuroidulla keittosuolaliuoksella 
(PBS) kaksi kertaa nopeasti ja kiinnitettiin 4 % huoneenlämpöisellä paraformaldehydillä 
20 minuutin ajan, jonka jälkeen ne vielä pestiin kaksi kertaa 10 minuuttia PBS:llä ja 
säilytettiin jääkaapissa. Seuraavana päivänä solut pestiin kaksi kertaa 10 minuuttia 
Dulbecco-BSA:lla (Dulbecco’s phosphate-buffered saline), joka sisälsi 0,2 % BSA:ta. 
Solukalvo tehtiin läpäiseväksi 7 minuutin käsittelyllä 0,1 % Triton X-100:lla, joka oli 
liuotettu PBS:ään. Peitinlasit pestiin vielä kaksi kertaa Dulbecco-BSA:lla 10 minuutin 
ajan, jonka jälkeen ne siirrettiin puhtaalle 12-kuoppalevylle ja niiden päälle lisättiin 30 
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µl primaarivasta-ainelaimennosta (1:50). Peitinlaseja inkuboitiin kosteassa ympäristössä 
huoneenlämmössä tunnin ajan, jonka jälkeen ne pestiin (3x10 min Dulbecco-BSA:lla) ja 
siirrettiin puhtaalle 12-kuoppalevylle, jonne pipetoitiin 30 µl fluoresoivan väriaineen 
kanssa konjugoitua sekundaarivasta-ainetta (laimennosta 1:200). Peitinlaseja inkuboitiin 
45 minuuttia pimeässä ja kosteassa ympäristössä huoneenlämmössä, jonka jälkeen ne 
pestiin (3x10 min Dulbecco-BSA:lla) ja kiinnitettiin objektilasille DABCO:a (1,4-
diatsabisyklo[2.2.2]oktaani) sisältävällä Mowiol®:lla (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Saksa). Värjätyt solut kuvattiin biotekniikan instituutin CCD-kameralla (AxioCam 
HRm, Zeiss) mikroskoopin avulla (Axio Imager.M2, Zeiss) käyttäen AxioVision Rel. 
4.8 -ohjelmistoa (Zeiss) ja PlanApo 63x/1.40 öljyobjektiivia (Zeiss). 
 
4 TULOKSET 
4.1 Isoftalaattijohdannaisten sitoutuminen PKC isoentsyymeihin 
Sekä HMI-1b11 että HMI-1a3 syrjäyttivät voimakkaasti tritioidun forboliesterin ja 
sitoutuivat hyvin sekä PKCα:aan että PKCδ:aan (Kuva 2 a ja b). Negatiivisena 
kontrollina toiminut MI-40 ei odotetusti sitoutunut kumpaankaan entsyymiin 
rakenteesta puuttuvan hydroksyyliryhmän vuoksi. Kokeessa mukana oli myös uusi 
Farmaseuttisen kemian osastolla syntetisoitu yhdiste PT1_052_2, jonka sitoutuminen oli 
lähes yhtä heikkoa kuin MI-40:n. Tämän perusteella yhdisteelle ei tehty 
jatkotutkimuksia. PMA sitoutui molempiin PKC-isoentsyymeihin voimakkaammin kuin 
isoftalaattijohdannaiset (Kuva 2 c ja d). 
4.2 Isoftalaattijohdannaisten vaikutus SH-SY5Y-solujen lukumäärään ja 
morfologiaan sekä neuriittien pituuteen 
Sekä HMI-1b11 että HMI-1a3 estivät SH-SY5Y-solujen jakautumista. Suurin vaikutus 
saatiin 10 µM HMI-1b11:llä ja 20 µM HMI-1a3:lla (Kuva 3A). Kuvassa 4 näkyy 
erityisesti 20 µM HMI-1a3:n aiheuttama solukuolema 72 tunnin kohdalla, jolloin 38 % 
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soluista oli kuolleita. Muilla HMI-1a3:n konsentraatiolla ei ollut samaa vaikutusta. 
HMI-1b11 ei ollut soluille toksinen, sillä kokeen lopussa kaikilla konsentraatioilla 
kuolleita soluja oli ainoastaan alle 5 % kaikista soluista. MI-40:llä ei ollut vaikutusta 
solujen jakautumiseen. 
Käsittelemättömien sekä DMSO-, PMA- ja MI-40-käsiteltyjen solujen keskimääräinen 
neuriittien pituus laski kolmen vuorokauden kokeen aikana (Kuva 3B). HMI-1a3 esti 
neuriittien pituuden vähenemisen 10 µM ja 20 µM konstraatioilla, samoin kuin HMI-
1b11 konsentraatioilla 4, 10 ja 20 µM (Kuva 3B, 10 µM ei näytetty). 
P K C 
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Kuva 2. Isoftalaattijohdannaisten sitoutuminen PKCα:aan ja PKCδ:aan. Kilpailevassa 
sitoutumisessa käytettiin leimattua forboliesteriä (
3
H-PDBu), jonka radioaktiivisuus 
mitattiin Wallac Microbeta Trilux tuikelaskimella. Tulokset on ilmoitettu prosenttina 
(%) kontrollista kolmen (a,c) ja kahden (b,d) riippumattoman kokeen keskiarvoina. 
Myös IC50-arvo on ilmoitettu kuvassa. a) Isoftalaattien sitoutuminen PKCα:aan. b) 
Isoftalaattien sitoutuminen PKCδ:aan. c) PMA:n sitoutuminen PKCα:aan. d) PMA:n 
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Kuva 3. Isoftalaattijohdannaisten vaikutus SH-SY5Y-solujen lukumäärään ja neuriittien 
pituuteen. Altistettuja soluja kuvattiin automaattisesti 72 tunnin ajan Cell-IQ
®
-laitteella. 
Solujen lukumäärän ja neuriittien pituuden muutokset analysoitiin käyttäen Cell-IQ 
Analyzer
®
-ohjelmistoa. A, normalisoitu solujen lukumäärä ilmoitettuna prosenttina (%) 
kontrollista eri käsittelyillä ja konsentraatioilla 70 tunnin kohdalla (n=3). Soluja 
kuvattiin neljästä eri kohdasta jokaisesta kaivosta ja näistä laskettuja keskiarvoja 
käytettiin toisistaan riippumattomien kokeiden keskiarvoja laskettaessa. B, neuriittien 
pituus suhteutettuna solulukumäärään ajan funktiona. Tulokset on esitetty kolmen 




Kuva 4. Isoftalaattijohdannaisten vaikutus SH-SY5Y-solujen morfologiaan ja 
lukumäärään. Käsittelemättömiä soluja (A-C), 20 µM HMI-1b11:llä käsiteltyjä soluja 
(D-F) ja 20 µM HMI-1a3:lla käsiteltyjä soluja (G-I) kuvattiin automaattisesti 72 tunnin 
ajan faasikontrastimikroskooppiin yhdistetyllä kameralla Cell-IQ
®
-laitteella 
soluviljelyolosuhteissa. Esitetyt kuvat ovat ajanhetkiltä 0 h (A, D, G), 24 h (B, E, H) ja 
72 h (C, F, I). 
 
4.3 Isoftalaattijohdannaisten vaikutus proteiinikinaasi C-isoentsyymien ja MRCK:n 
määrään 
Western blot -menetelmällä tutkittiin isoftalaattijohdannaisten vaikutusta PKC-
isoentsyymien ja MRCKα:n (myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-binding kinase 
α) määrään. MRCKα on seriini-treoniinikinaasi, joka sisältää myös DAG:a ja 
forboliestereitä sitovan C1-osan. PMA (100 nM) aiheutti PKCα:n, PKCδ:n ja PKCε:n 
downregulaation eli määrän vähenemisen pitkän ja voimakkaan aktivaation seurauksena 
(Kuva 5, PKCε ei näytetty). PKCα:n määrä väheni 28 %:iin, PKCδ:n 27 %:iin ja 
PKCε:n 43 %:iin DMSO-käsittelyyn verrattuna. Isoftalaateista HMI-1a3 lisäsi 
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MRCKα:n määrää 36 % verrattuna DMSO-käsittelyyn, mutta sillä ei ollut vaikutusta 
tutkittavien PKC-isoentsyymien määrään. HMI-1b11 ja MI-40 eivät vaikuttaneet 
tutkittavien proteiinien määriin. 
 
Kuva 5. Isoftalaattijohdannaisten aiheuttama seriini-treoniinikinaasien määrän muutos 
24 tunnin altistuksilla SH-SY5Y-soluilla. Proteiinit detektoitiin Western blot -
menetelmällä. GAPDH:ta käytettiin kaivoissa olleen proteiinimäärän kontrollointiin. 1 
= kontrolli, 2 = 0,1 % DMSO, 3 = 100 nM PMA, 4 = 10 µM HMI-1a3, 5 = 1 µM HMI-
1b11, 6 = 10 µM HMI-1b11, 7 = 10 µM MI-40. 
 
4.4 Isoftalaattijohdannaisten vaikutus β-kateniinin määrään 
Isoftalaattien vaikutusta β-kateniinin määrään tutkittiin Western blot -menetelmällä, 
koska geeniekspressiokokeissa HMI-1b11 oli aiheuttanut muutoksia Wnt-signaalireittiin 
yhdistettyjen geenien ekspressiossa.  Sekä 10 µM HMI-1a3 että 100 nM PMA lisäsivät 
β-kateniinin määrää, HMI-1a3 41 % ja PMA 51 % (Kuva 6). HMI-1a3:n vaikutus 
saattaa olla voimakkaimillaan alle yhden tunnin altistuksilla. HMI-1b11:llä ja MI-40:llä 









Kuva 6. Isoftalaattijohdannaisten vaikutus β-kateniinin määrään SH-SY5Y-soluissa. β-
kateniini detektoitiin kokosoluhomogenaateista Western blot -menetelmän avulla. 
Kuvaajien yläpuolella esitettynä myös vastaavat edustavat kuvat bloteista. A, β-
kateniinin määrä 24 tunnin käsittelyn jälkeen eri isoftalaattialtistuksilla, ilmoitettuna 
prosenttina (%) DMSO:sta + SEM (n=3). B, β-kateniinin määrä HMI-1b11- ja HMI-
1a3-altistuksilla ajan funktiona ilmoitettuna prosenttina (%) kontrollista + SEM,  




4.5 Isoftalaattijohdannaisten vaikutus ERK1/2-signaalireittiin 
Western blot -menetelmällä detektoitu fosforyloidun ERK:n (pERK) määrä lisääntyi 
HMI-1b11-käsittelyllä yli viisinkertaiseksi ja HMI-1a3-käsittelyllä yli 
kahdeksankertaiseksi verrattuna kontrolliin (Kuvat 7 ja 8). Määrän lisääntyminen oli 
voimakkaimmillaan lyhyillä, alle tunnin kestävillä altistuksilla. HMI-1a3:n aiheuttama 
ERK1/2:n fosforylaatio oli pidempikestoinen kuin HMI-1b11:n aiheuttama. 
Fosforyloimattoman ERK:n määrässä ei sen sijaan havaittu muutoksia altistusten 
seurauksena. Tämä osoittaa, että pERK:n määrän lisääntyminen ei aiheutunut ERK:n 
määrän lisääntymisestä vaan sen aktivaatiosta. 
 
Kuva 7. Fosforyloidun ERK:n (pERK) ja ERK:n määrän muutokset SH-SY5Y-soluissa 
eripituisilla isoftalaattialtistuksilla Western blottingilla detektoituna. MHC 2B:ta 
käytettiin kaivoissa olleen proteiinimäärän kontrollointiin. 1= 0,1 % DMSO, 2= 100 nM 
PMA, 3= 3 min, 4= 10 min, 5= 30 min, 6 = 1 h, 7=3 h, 8= 6 h, 9= 24 h. 
 
Myös PMA aiheutti pERK:n määrän kasvun 91 %:lla verrattuna kontrollikäsittelyyn 
(Kuva 8 B), mikä oli kumottavissa MEK-estäjällä (U0126) ja osittain PKC-estäjällä 
(Gö6983). Gö6983 estää tehokkaasti PKCα:a, PKCβ:a, PKCγ:a, PKCδ:a sekä hieman 





Kuva 8. Proteiinikinaasi C:n C1-osaan sitoutuvien yhdisteiden vaikutus 
fosforyloituneen ERK1/2:n (pERK) määrään SH-SY5Y-soluissa Western blot -
menetelmällä liukoisesta fraktiosta detektoituna. A, pERK:n määrä ajan funktiona HMI-
1b11 ja HMI-1a3 altistuksilla ilmoitettuna prosenttina (%) DMSO:sta (n=3). B, 10 
minuutin PMA-altistusten vaikutus pERK:n määrään ilmoitettuna prosenttina (%) 
DMSO:sta (n=2). U0126, MEK-estäjä; Gö6983, PKC-estäjä. Kuvaajan yläpuolella 
esitettynä vastaava edustava kuva blotista. 
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4.6 PKCα:n ja β-kateniinin solunsisäinen sijoittuminen   
PKCα:n ja β-kateniinin solunsisäistä sijoittumista tutkittiin immunofluoresenssi-
värjäyksellä. Alustavan kokeen mukaan β-kateniini sijoittuu solussa kalvorakenteisiin, 
kuten jo aikaisemminkin on kirjallisuudessa havaittu (Kuva 9) (Brembeck ym. 2006). 
PKCα näkyy kuvissa pääasiassa solulimassa. Yksittäisen kokeen perusteella ei voida 
kuitenkaan tehdä johtopäätöksiä isoftalaattien vaikutuksesta PKCα:n ja β-kateniinin 
solunsisäisestä sijoittumisesta.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     
 
Kuva 9. PKCα:n ja β-kateniinin sijainti SH-SY5Y soluissa. Proteiinit visualisoitiin 
spesifisillä primaarivasta-aineilla sekä sekundaarivasta-aineilla, jotka fluoresoivat eri 
aallonpituuksilla (n=1). Falloidiinia käytettiin havaitsemaan solunsisäiset aktiinisäikeet. 
Kuvan solut ovat käsittelemättömiä.  
 
5 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA 
Alzheimerin tauti on väestön ikääntyessä yksi nopeasti lisääntyvistä sairauksista koko 
maailmassa. Sairaudesta aiheutuneet kustannukset tulevat jatkuvasti nousemaan, minkä 
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vuoksi pyritään kehittämään uusia, taudin kulkuun vaikuttavia lääkkeitä nykyisten 
oireita lievittävien rinnalle. Hoidon tavoitteena on parantaa potilaiden muistia ja 
toimintakykyä sekä vähentää taudille tyypillisten amyloidiplakkien ja 
neurofibrillikimppujen määrää aivoissa. Proteiinikinaasi C:n toiminnan on todettu 
olevan heikentynyt Alzheimerin tautia sairastavilla, mikä tekee PKC:stä houkuttelevan 
lääkeainekohteen (Shimohama ym. 1993). PKC:n C1-osaan sitoutuvat yhdisteet ovat 
potentiaalisia Alzheimerin taudin lääkeainekandidaatteja, sillä PKC:n aktivaation on 
todettu lisäävän liukoisen APP:n erittymistä Alzheimer-potilaiden fibroblasteissa ja 
vähentävän Aβ:n määrää siirtogeenisten hiirten aivoissa (Etcheberrigaray ym. 2004). 
Isoftalaattijohdannaisia on aikaisemmin tutkittu HeLa-soluilla ja niiden on todettu 
muokkaavan PKC:n aktivaatiota (Boije af Gennäs ym. 2009). Tämän vuoksi on oletettu, 
että niillä voisi olla potentiaalia myös Alzheimerin taudin hoidossa.  
Tämän tutkimuksen tulosten perusteella voidaan isoftalaattijohdannaisten HMI-1a3:n ja 
HMI-1b11:n todeta sitoutuvan PKC:hen voimakkaasti sekä aktivoivan sitä ilman 
downregulaatiota. HMI-1a3 ja HMI-1b11 aiheuttivat myös SH-SY5Y-solujen kasvun 
hidastumista sekä neuriittien kasvua, minkä lisäksi 20 µM HMI-1a3 aiheutti solujen 
kuolemaa. HMI-1a3 aiheutti lievää β-kateniinin määrän lisääntymistä, mikä saattaa olla 
merkki Wnt-signaalireitin aktivoitumisesta. 
Sitoutumiskokeiden perusteella sekä HMI-1b11 että HMI-1a3 sitoutuvat voimakkaasti 
sekä PKCα:aan että PKCδ:aan.  Tulokset ovat linjassa aikaisemman tutkimuksen 
tulosten kanssa HeLa-soluilla (Boije af Gennäs ym. 2009). MI-40:n matala affiniteetti 
C1-osaan oli oletettavissa rakenteesta puuttuvan hydroksyyliryhmän vuoksi. 
Sitoutumisominaisuuksiensa puolesta isoftalaattijohdannaisia voidaan pitää 
potentiaalisina lääkeainekandidaatteina. 
Isoftalaattijohdannaisten vaikutusten kohdistaminen ainoastaan PKC:hen on kuitenkin 
hankalaa, sillä DAG:a sitovia C1-osia löytyy muistakin proteiineista, kuten MRCK:sta. 
Tutkimuksessamme MRCKα:n määrä lisääntyi lievästi HMI-1a3-käsittelyn 
seurauksena. HMI-1a3 saattaisi kyetä aktivoimaan MRCKα:aa sitoutumalla sen C1-
osaan. MRCKα on mukana solun tukirangan säätelyssä, ja koska HMI-1a3 lisäsi myös 
neuriittien kasvua, neuriittien kasvu voisi olla seurausta MRCKα:n aktivaatiosta ja 
määrän lisääntymisestä. Tämä on osoitus siitä, että isoftalaattijohdannaisten vaikutukset 
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eivät ole PKC-spesifisiä. Siksi on tärkeää tutkia, välittyvätkö isoftalaattijohdannaisten 
vaikutukset PKC-välitteisesti.  
Tutkimuksessamme fosforyloituneen ERK1/2:n määrä nousi yli viisinkertaiseksi HMI-
1b11-käsittelyllä ja yli kahdeksankertaiseksi HMI-1a3-käsittelyllä verrattuna 
kontrollitilanteeseen. Aiemmassa tutkimuksessa HMI-1b11 ei saanut aikaan ERK1/2:n 
fosforylaatiota HeLa-soluilla, toisin kuin HMI-1a3 (Boije af Gennäs ym. 2009).  
Eroavaisuus saattaa johtua solulinjan eroista. Tulosten perusteella näyttäisi siltä, että 
HMI-1b11:n aiheuttama PKC:n aktivaatio olisi hieman lyhytkestoisempi kuin HMI-
1a3:n aiheuttama. Isoftalaattijohdannaisten aiheuttama ERK-fosforylaatio saattaa olla 
merkki PKC-välitteisestä vaikutuksesta, sillä aiemmin on todettu, että PKC:n C1-osaan 
sitoutuvien forboliestereiden aiheuttama ERK:n fosforylaatio välittyy PKC:n kautta 
(Schonwasser ym. 1998). Myöhemmissä tutkimuksissa SH-SY5Y-soluilla onkin 
todettu, että isoftalaattien aiheuttama pERK-vaste oli kumottavissa PKC:n estäjällä 
(Talman ym. käsikirjoitus). Tämä varmistaa, että isoftalaattien vaste SH-SY5Y-soluissa 
välittyy PKC:n kautta. 
Siitä huolimatta, että isoftalaattijohdannaiset aktivoivat PKC:ta, aktivaatio ei aiheuttanut 
PKC-isoentsyymien α, β ja δ downregulaatiota. Tämä voi johtua siitä, että isoftalaattien 
aikaansaama aktivaatio ei ollut riittävän voimakas ja pitkäkestoinen aiheuttamaan 
downregulaatiota, kuten forboliestereillä. Alzheimerin taudin hoitoon kehitettävälle 
PKC:ta aktivoivalle molekyylille downregulaatio ei olisikaan vaikutuksen kannalta 
toivottava vaikutus. Olisi kuitenkin tutkittava, mitä PKC-isoentsyymejä 
isoftalaattijohdannaiset aktivoivat, koska eri isoentsyymeillä voi olla jopa vastakkainen 
vaikutus Alzheimerin taudin kulkuun. 
β-kateniinin määrän lievä lisääntyminen HMI-1a3-käsittelyn seurauksena on linjassa 
aikaisemmin julkaistun tutkimuksen kanssa, jossa PMA aiheutti β-kateniinin määrän 
lisääntymistä PKC-välitteisesti GT1-1 soluissa (Sun ym. 2001). PMA-käsittely aiheutti 
tutkimuksessa myös neuriittien kasvua sekä β-kateniinin uudelleensijoittumisen 
hermosolussa solujen liitoskohdista aksonien päihin. Tämä saattaa olla merkki β-
kateniinin merkityksestä myös neuriittien kasvussa. Toisaalta toisessa tutkimuksessa 
PMA ei yksin saanut aikaan β-kateniinin määrän lisääntymistä, vaan se tehosti litiumin 
β-kateniinin määrää lisäävää vaikutusta (Chen ym. 2000). β-kateniinin määrän 
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lisääntyminen saattaa olla merkki Wnt-signaalireitin aktivoitumisesta. Olisi kuitenkin 
tutkittava, välittyykö HMI-1a3:n β-kateniinia lisäävä vaikutus PKC:n kautta. Tätä olisi 
mahdollista selvittää esimerkiksi PKC:n estäjillä. HMI-1a3:n β-kateniinia lisäävä 
vaikutus voisi välittyä esimerkiksi GSK-3:n eston kautta. Kirjallisuudessa PKC:n 
aktivaation PMA:lla on todettu vähentävän GSK-3:n aktiivisuutta ja sitä kautta lisäävän 
β-kateniinin määrää (Garrido ym. 2002). Tämä suojeli rotan hippokampuksen 
hermosoluja Aβ:n toksisuudelta. Lisäksi olisi tutkittava, mikä vaikutus HMI-1a3:n 
aiheuttamalla β-kateniinin määrän lisääntymisellä on amyloidiplakkien ja 
neurofibrillikimppujen muodostumiseen sekä muistin toimintaan. Tätä olisi helpoin 
selvittää Alzheimerin taudin hiirimallilla. 
Sekä HMI-1b11 että HMI-1a3 estivät SH-SY5Y-solujen jakautumista. Tämä on linjassa 
aikaisempien tulosten kanssa, sillä isoftalaattijohdannaiset aiheuttivat solusyklin 
pysähtymisen myös HeLa-soluissa (Talman ym. 2011). Caricasole ja kollegat ovat 
ehdottaneet, että lääke, joka sekä estäisi solusykliä että aktivoisi Wnt-signaalireittiä, 
voisi olla uusi tehokas Alzheimer-lääke (Caricasole ym. 2003). Viljeltyjen 
hermosolujen on huomattu palaavan solusykliin Aβ:n vaikutuksesta ja aloittavan DNA-
synteesin ennen apoptoosia (Copani ym. 1999). Solusyklin estäjillä, kuten mimosiinilla, 
on saatu aikaan neuroprotektiivinen vaikutus Aβ:n aiheuttamaan apoptoosiin. Näin 
lääke joka estäisi solusykliä, voisi estää hermosolujen apoptoosia. 
Isoflataattijohdannaisista HMI-1a3 aiheutti sekä solujen jakautumisen eston että β-
kateniinin määrän lisääntymisen. Toisaalta 20 µM HMI-1a3 oli soluille toksinen, mutta 
jo 10 µM pitoisuus riitti β-kateniinin määrän lisääntymiseen. 
Tulokset osoittavat, että neuriittien pituus pienenee soluviljelmässä solujen jakautuessa 
ja täyttäessä kasvatusalustan, sillä tällöin solut ovat tiiviimmässä kontaktissa toistensa 
kanssa eikä pitkille neuriiteille ole enää tarvetta. Lisäksi neuriiteille jää vähemmän tilaa 
kasvaa. HMI-1a3 (20 µM) aiheutti solujen määrän huomattavaa vähenemistä, jolloin 
neuriiteille jäi enemmän tilaa sekä tarvetta kasvaa. Tämän seurauksena on luonnollista, 
että HMI-1a3-käsittely aiheutti neuriittien pituuden kasvua. Kuitenkin myös HMI-1b11 
aiheutti neuriittien pituuden ennakoitua pienempää vähenemistä, vaikka tällä käsittelyllä 
muutos solujen lukumäärässä ei ollut huomattava. Aiemmassa tutkimuksessa PKCα:n 
aktivaation PMA:lla on todettu aiheuttavan neuriittien kasvua GT1 
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hypotalamussoluissa, mikä oli kumottavissa PKCα-spesifisellä estäjällä (safingoli) (Sun 
ym. 2001; Choe ym. 2002). Vaikutus välittyi ERK1/2-signaalireitin kautta, sillä 
vaikutus oli kumottavissa MEK-estäjällä (PD098059). Toisessa tutkimuksessa PKCε sai 
neuroblastoomasoluissa aikaan neuriittien kasvua vaikutuksen välittyessä PKC:n 
säätelyosan kautta katalyyttisen osan sijaan (Zeidman ym. 1999; Zeidman ym. 2002). 
Tämän perusteella voidaan spekuloida, että isoftalaattijohdannaisten aiheuttama 
neuriittien kasvu on todennäköisesti PKC- ja ERK-välitteistä. Neuriittien kasvu olisi 
toivottu vaikutus Alzheimerin taudin hoidossa, koska se voisi auttaa muodostamaan 
uusia synapseja vaurioituneiden tilalle.  
Isoftalaattijohdannaisilla tehtäviä jatkotutkimuksia puoltavat yhdisteiden voimakas 
sitoutuminen PKC:hen sekä HMI-1b11:n ja HMI-1a3:n aiheuttama PKC:n aktivaatio. 
Turvallisempi yhdiste in vivo – tutkimuksiin olisi HMI-1b11, sillä se ei aiheuttanut 
solujen kuolemaa, mutta lisäsi silti neuriittien kasvua ja sai aikaan ERK1/2:n 
fosforylaation. Toisaalta taas HMI-1a3 aiheutti β-kateniinin määrän lisääntymistä jo 10 
µM-pitoisuudella, millä ei vielä ollut vaikutusta solujen kuolemaan. Tämän perusteella 
molemmat isoftalaattijohdannaiset olisivat mielenkiintoisia molekyylejä sekä in vitro- 
että in vivo-tutkimuksiin.  
 
6 YHTEENVETO 
Tutkimus osoitti, että proteiinikinaasi C:n C1-osaan sitoutuvat isoftalaattijohdannaiset 
HMI-1b11 ja HMI-1a3 sitoutuivat hyvin sekä PKCα:aan että PKCδ:aan. Molemmat 
aiheuttivat voimakkaan ERK1/2:n fosforylaation, kuitenkin ilman PKC-isoentsyymien 
α, β ja δ downregulaatiota. HMI-1b11 ja HMI-1a3 estivät molemmat SH-SY5Y-solujen 
jakautumista. HMI-1a3 oli 20 µM:na soluille toksinen, kun taas HMI-1b11 oli hyvin 
siedetty. Molemmat yhdisteet lisäsivät myös neuriittien kasvua. HMI-1a3 aiheutti 
lisäksi lievää β-kateniinin määrän lisääntymistä. Näistä varsinkin neuriittien kasvu ja β-
kateniinin määrän lisääntyminen ovat edullisia vaikutuksia Alzheimerin taudin kannalta. 
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